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qsp quantitat suficient per
RNAsa ribonucleasa
SDS dodecil sulfat de sodi
SSC citrat sòdic salí
TCA veure apartat 2.5.1
TE
TEB
TES
TM
Tris tris hidroximetil aminometà
UFC unitats formadores de colònies
UFP unitats formadores de plaques o clapes
UV . ultravioleta
V volts
<ï> Fag
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Introducció

1.1 - ELS BACTERIS LÀCTICS A L'ENOLOGIA

1.1.1 - Aproximació històrica

Va ser Pasteur (1866) en el seu "Études sur le vin" qui va descriure per primera

vegada la presència de bacteris làctics al vi com a causants d'alteracions. En aquest moment

el vi estava considerat com el resultat de la fermentació alcohòlica del most exclusivament i

tota altra transformació era causa de malaltia. Müller-Thurgau (1891) i Koch (1900) van

relacionar la presència de bacteris làctics al vi amb una disminució natural de l'acidesa. No

va ser fins més tard quan Ferré (1922) a Borgonya i J.Ribèreau-Gayon (1936-1946) a

Bordeus, van posar en evidència la importància d'aquesta desacidifïcació per la producció

dels grans vins; van establir també els principis de la protecció dels vins contra els bacteris

causants de malalties: acidificado, sulfitatge, pasteurització. A partir d'aquest moment tots

els treballs realitzats per un millor coneixement de la fermentació malolàctica (FML)

intentaven provar que aquesta etapa és indispensable en l'elaboració de vi negre de qualitat.

La reducció d'aquesta acidesa és el resultat de la degradació de l'àcid màlic present en el vi

en àcid làctic.

La fermentació malolàctica és, doncs, reconeguda com una etapa indispensable en

l'elaboració de la major part de vins negres i alguns de blancs (Kunkee, 1967; Gallander,

1979; Wibowo et al., 1985; Davis, 1985) i particularment important per als vins produïts en

les regions fredes i temperades. Un vi que no ha fet la fermentació malolàctica abans de ser

embotellat és sempre susceptible d'evolucionar més tard dins la botella provocant-li terbolesa

a causa de la producció de gas carbònic (Ribéreau-Gayon et aL, 1975). L'interès essencial

de la FML resideix en el fet que confereix al vi una estabilitat microbiològica: el creixement

dels bacteris empobreix el vi en nutrients, fent difícil el creixement d'altres microorganismes

indesitjats. No obstant, aquesta fermentació considerada com a benèfica en regions fredes i

temperades podria ser desastrosa en vins produïts a regions de climes càlids on presenten

una baixa acidesa que podria ser font de desequilibri gustatiu i de contaminacions

microbianes (Rankine, 1972).

En el procés de vinificació les diferents espècies de bacteris làctics es succeeixen; en

el raïm i en el most, coincidint amb el començament de la fermentació, la flora bacteriana està

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI DE LISOGÈNIA DE LEUCONOSTOC OENOS I INCIDÈNCIA DELS BACTERIÒFAGS SOBRE LA FERMENTACIÓ MALOLÀCTICA DEL VI 
Montserrat Poblet Icart 
DL:T-1578-2009 / ISBN: 978-84-692-4539-2



Introducció

constituïda de lactobacils, Leuconostoc i Pediococus en proporcions variables segons les

condicions de maduració (Peynaud i Domercq, 1961; Sapis et al., 1978). A mesura que la

constitució del medi va cambiant a conseqüència de la fermentació, la flora bacteriana es va

reduint en nombre i varietat d'espècies. La selecció afavoreix les soques més resistents a

l'alcohol i a pH baix quedant finalment només una espècie, Leuconostoc œnos. En els vins

menys àcids la presència de pediococs i de lactobacils asseguren la fermentació malolàctíca,

però poden provocar alteracions en el vi.

A l'Institut d'Œnologie de Bordeus es van aïllar un gran nombre de soques a partir

de mostos i de vins i van ser classificades per Peynaud i Domercq (1968). Es van identificar

bacils i cocs homofermentatius i heterofermentatius, els quals s'han pogut trobar també en

els vins de diferents països (Chalfan et al., 1977; Rossi et al., 1977). La fermentació

màlolactica es realitza en la quasi totalitat dels casos per Leuconostoc œnos, coc

heterofermentatiu, identificat tant en els vins francesos com en els d'altres països

(Fornachon, 1964; Rankine, 1977; Beelman et al., 1977; Silver i Leighton, 1981).

El fet que els bacteris làctics contribueixin de forma important en la qualitat dels vins

per la seva capacitat de realitzar la fermentació màlolactica (Lafon-Lafburcade, 1983) ha fet

que en els últims anys s'impulsi la seva inoculació amb soques comercials de l'espècie

Leuconostoc ceños.

1.1.2- Taxonomia i identificació dels bacteris làctics

Tenint en compte la classificació que fa el manual Bergey's (1986), els bacteris

làctics estan incloses en dues seccions dins la divisió de procariotes gram-positius. A la

secció 12 dins dels cocs gram-positius s'hi troben els gèneres Streptococcus, Leuconostoc i

Pediococcus. No tots els Streptococcus són considerats cacteris làctics, només un grup, els

Lactococcus làctics, que inclou dues espècies, Lactococcus lactis i Lactococcus raffinolactis.

Ala secció 14, dins dels bacils regulars gram-positius no esporulats, es troba el gènere

Laciobacillus.

La determinació de l'espècie està basada normalment en les anàlisis bioquímiques,

com són la capacitat de fermentar diferents sucres o la formació d'àcid D/L làctic a partir de

la glucosa, i d'anàlisis morfològiques. Al mateix temps han estat desenvolupats altres

mètodes que es basen en el contingut enzimàtic del bacteri (Hontebeyrie i Gasser, 1975) o bé

en el percentatge d'homologia entre el DNA cromosòmic de diferents espècies (Garvie,

1981).

Darrerament s'han posat a punt mètodes més ràpids i segurs adaptats per fer un

control microbiologie de les espècies que es troben en el vi. La determinació del percentatge
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d'hibridació entre dues molècules de DNA indica l'homologia existent entre elles. Els

estudis de Garvie (1976) sobre diferents bacteris làctics demostra que el percentatge

d'homologia entre L. ceños i les altres espècies no sobrepassa el 10%. La identificació dels

bacteris làctics del vi per hibridació DNA/DNA ha estat optimitzada per Fremaux (1990). La

utilització de sondes marcades (32P) permet de diferenciar ràpidament les diferents espècies

basant-se en la seva especificitat. La verificació d'aquesta tècnica ha estat demostrada per la

identificació de Leuconostoc œnos. Les sondes preparades a partir del DNA total de L.œnos

no hibriden mai amb el DNA d'altres espècies la qual cosa prova l'especificitat de la sonda

(Lonvaud-Funel et al., 1989).

Tenint en compte la via metabòlica que utilitzen per degradar els sucres, els bacteris

làctics es divideixen en homo i heterofermentatius (Lafon-Lafourcade, 1983). Si utilitzen la

via d'Embden-Meyerhof, amb la qual s'obté com a producte final majoritari l'àcid làctic, els

bacteris són homofermentatius; si al contrari realitzen la fermentació per la via de Warburg-

Dickens obtenint com a producte final àcid làctic, CÛ2, àcid acètic, gücerol i acetaldehid, els

bacteris són heterofermentatius.

Altres caràcters són igualment utilitzats per a la identificació de les diferents espècies:

morfologia, tinció gram, activitat catalassa, producció d'àcid làctic a partir de glucosa i el

tipus d'enantiomer obtingut (D(-), L(+), DL), creixement sobre diferents sucres, poliols i

àcids orgànics ( Beelman et al.,1911 i Chaflán et a/.,1977).

Per fer una identificació ràpida del perfil bioquímic de les diferents espècies

s'utilitzen les galeries API TEST 50CH (Lafon-Lafourcade i Joyeux, 1979; Davis et al,

1985). El gènere Leuconostoc es distingeix per tenir un perfil d'utilització de sucres molt

simplificat (Cavin, 1988).

1.1.3 - L'espècie Leuconostoc œnos

Les característiques del gènere Leuconostoc i els primers estudis sobre la seva

filogenia van ser descrites per Garvie (1976 i 1981), utilitzant tècniques d'hibridació

DNA/DNA i DNA/RNA va classificar les sis espècies de bacteris del gènere Leuconostoc en

dos grups, aïllant L. oenos, l'única espècie acidòfila, de les cinc altres espècies (L.

mesenteroides, L. paramesenteroides, L. lactis, L. dextranicum i L. cremoris ) i agrupa

fílogenèticament dos lactobacils (Lb. confusus i Lb. viridescens) amb els leuconostocs.

Posteriorment, Yang i Woese (1989) per l'anàlisi de seqüències de RNAr 16S

lliguen la branca dels leuconostoc a un sub-grup dels lactobacils (Lb. halotolerans, Lb.

kandleri, Lb. minor i Lb. viridescens). Dins els leuconostocs, L. oenos és l'espècie més

allunyada i els autors interpreten aquesta posició filogenètica com el resultat d'una evolució
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ràpida d'aquesta espècie respecte de les altres. Schillinger et al. (1989) van aribar a les

mateixes conclusions en quant a l'evolució de l'espècie. Per aquests autors. L. oenos és el

segon exemple conegut, junt amb els micoplasmes, d'organisme d'evolució ràpida. Les

característiques fenotípiques són atípiques tenint en compte les soques amb les quals estan

lligades. Són cocs associats en parells o en cadenetes. Aquestes poden ser curtes, entre 5-8

bacteris, o bé llargues de 20 o més. Són gram-positives, immòbils, catalasa-negatives, no

tenen citocroms i per tant són anaeròbiques facultatives, no esporulen, i són

quimioorganotròfics, amb la qual cosa necessiten de medis de cultiu rics en factors de

creixement i en aminoàcids, així com la presència d'un sucre fermentable.

L. œnos és l'espècie que creix més lentament. No obstant això, el seu caràcter

acidòfil li permet de créixer en un medi hostil com és el vi, essent l'espècie que s'hi troba

més sovint. Es tracta d'un coc heterofermentatiu aeròbic facultatiu. El seu pH òptim de

creixement està entre 4,2 i 4,8 i el seu creixement és afavorit per la presència d'un precursor

vitaminic derivat de l'àcid pantotènic, anomenat TJF (factor del suc de tomàquet) perquè és

troba al tomàquet i altres fruits (Amachi et al., 1971). Sembla també que les condicions

reductores li són favorables (Bergey's, 1986). Utilitza l'energia dels sucres residuals: les

hexoses (glucosa i fructosa), però sobretot les pentoses (arabinosa i xilosa) presents en

quantitats suficients després de la fermentació alcohòlica per asegurar un creixement fins a

107 cel/ml en plena fermentació malolàctica (Wibowo et al., 1985). Quan el

desenvolupament de L. oenos es produeix abans que tots els sucres siguin degradats pels

lleváis, l'excés d'àcid D-làctic i sobretot d'àcid acètic formats poden alterar el vi produint la

picadura làctica (Ribéreau-Gayon et a/., 1975).

L. oenos utilitza alguns aminoàcids del vi els quals no pot sintetitzar (valina,

riboflavina, tiamina, biotina, ac. fòlic...) (Peynaud et al, 1965; Weiller i Radler, 1972). Els

diferents àcids orgànics presents en el vi poden ser igualment metabolitzats, l'àcid cítric

porta a la formació d'acetats, de lactat i de substàncies acetoïniques (Lonvaud-Funel, 1975) i

l'àcid pirúvic és convertit a acetoïha i diacetil durant la FML (Van Vuren i Dicks, 1993).

1.1.4 - Ecologia dels bacteris làctics implicats en la fermentació
malolàctica.

Només un nombre limitat d'espècies de bacteris són capaces de desenvolupar-se en

els mostos i en els vins. Es tracta de bactèries làctics Gram (+) o de bacteris acètics Gram (-

) D'entre els bacteris làctics només hi ha tres gèneres que estan relacionats amb la

fermentació malolàctica: Pediococcus, Lactobacillus i Leuconostoc (Peynaud i Domercq,

1968; Ribéreau-Gayon et al., 1975).
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A la Taula 1.1 es relacionen les espècies que es poden trobar en els diferents

moments de la vinificació. L'origen d'aquests bacteris es troba en el raïm (Peynaud, 1961),

en les fulles (Radler, 1972), en el terra dels cellers i en la fusta de les botes (Ribèreau-Gayon

et al., 1975). Durant el curs de la vinificació es produeix una evolució de diferents espècies

(Lafon-Lafourcade et al,, 1983 ; Lonvaud-Funel et al., 1991). Així doncs, en els mostos

podem trobar com a principals espècies: Pediococus damnosus, Pediococus pentosaceus,

Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc œnos, Lactobacillus plantarían, Lactobacillus

casei, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus brevis. La població màxima en aquesta primera

fase de multiplicació arriba fins a 104 cel/ml. Durant la fermentació alcohòlica els bacteris

quasi desapareixen arribant a una població de 102 cel/ml. La duració d'aquesta fase de

latència és variable i depèn sobretot de la intervenció de factors limitants com el SÛ2, la

temperatura i l'aparició de bacteriòfags. Després d'aquesta fase de latència comença una

segona fase de multiplicació en la qual el nombre de bacteris arriba a 106 cel/ml en la majoria

de casos i permet començar la fermentació malolàctica.

Taula 1.1: Bacteris làctics del vi segons la seva morfologia i tipus de metabolisme

(Ribéreau-Gayon et ai, 1976).

Homofermentatives Pediococus damnosus

Cocs Pediococus pentosaceus

Heterofermentatives Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc ceños

Homofermentatives Lactobacillus plantarían

Bacils Lactobacillus casei

Heterofermentatives Lactobacillus hilgardii

. Lactobacillus brevis

Una selecció natural d'espècies comença seguidament deguda a les condicions hostils

que és donen en el vi (pH baix i grau alcohòlic elevat). Això fa que durant aquesta segona

fase de creixement bacterià trobem quasi exclusivament l'espècie Leuconostoc œnos en els

vins més àcids, considerada com a responsable de la degradació de l'àcid màlic (Peynaud i

Domercq,1961; Fornachon,1964; Carre,1982), en els vins que l'acidesa és més baixa, els

pediococs i lactobacils poden assegurar la fermentació malolàctica (Costello et al, 1983;

Sancho i Ballesteros, 1989)

1.1.5 - Factors que influeixen en el desenvolupament de Leuconostoc

œnos al vi.
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Diferents elements coneguts des de fa molt temps incideixen en el desenvolupament

dels bacteris làctics del vi. Es tracta del grau alcohòlic, la temperatura, el pH i l'SO2,

(Kunkee 1967; Ribèreau-Gayon et al, 1975). Altres substàncies també relacionades amb la

composició del vi hi poden intervenir igualment tais com els aminoàcids, vitamines i

inhibidors.

L'acidesa del vi és un dels factors preponderants. Peynaud (1967) va definir

l'existència de pH limitants tant per a la multiplicació dels bacteris com per al metabolisme de

diferents substrats, com l'àcid màlic o els sucres. Quan més baix és el pH el temps de

latència abans que comenci la fermentació malolàctica és més llarc, el creixement bacterià és

més feble i la FML durq més temp (Bousbouras i Kunkee, 1971). El pH limitant per al

creixement dels bacteris làctics en el vi és de l'ordre de 2,9 a 3,0 i intervé en la selecció de

bacteris en els mostos i en el vi, els lactobacils i els pediococs no resisteixen pH inferiors a

3.5 (Wibowo et al., 1985). El gènere Leuconostoc resisteix bé en els vins a pH baixos,

contràriament als Lactobacillus i als Pediococcus.

El pH també pot augmentar o disminuir l'eficàcia del SÛ2 , regulant l'equilibri de les

seves formes lliures i combinades. L'efecte antibacterià del SO2 en forma lliure o combinada

és ben coneguda, concentracions en SO2 lliure de 1 a 10 mg/ml, o de SO2 combinat (als

compostos carconats del vi) de 50 a 100 mg/1 són suficients per inhibirel creixement dels

bacteris làctics (Lafon-Lafourcade i Peynaud,1974, Somers i Wescombe, 1982).

La temperatura és un element essencial perquè s'inicü la fermentación malolàctica

(Lafon-Lafourcade, 1980). Les temperatures òptimes de la FML en vinificació estan entre

20-25°C mentre que l'òptima de creixement de L. œnos en medi de cultiu està entre 30-33°C

(Kelly«?/a/, 1989).

L'etanol és un inhibidor del creixement bacterià i per tant afecta 1A viabilitat de les

cèl·lules així com l'activitat malolàctica (Lafon-Lafourcade, 1975). La tolerància a l'etanol

està lligada a la temperatura i al pH (Castino et al., 1975), disminuint a temperatures

elevades i a pH baixos. Per Ribéreau-Gayon et a/.,1976,el creixement bacterià és retardat

quan el percentatge d'alcohol és de 10-11%. Per a L. œnos el creixement és activat fins a

6% d'etanol (King i Beelman, 1986) i l'activitat malolàctica dels bacteris sencers és estimulat

fins a un 10% (Lonvaud-Funel,1986) degut segurament a una fluidificado de la membrana

causada per la presencia d'etanol, tot facilitant així el metabolisme cel·lular.
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Altres factors que no són ni físics ni químics poden afectar també el

desenvolupament bacterià, com són les relacions amb altres microorganismes.

En els mostos en fermentació existeix un antagonisme entre els llevats i els bacteris,

que provoquen una disminució de la població bacteriana. Això és degut al ràpid metabolisme

dels llevats que empobreix el medi en sucres i aminoàcids i a la producció de molècules

inhibidores per als bacteris, algunes de les quals són àcids grassos, l'àcid decanoic (C 10) i

sobretot àcid dodecanoic (C 12), els quals són alliberats al vi durant la fermentació

alcohòlica i tenen un fort poder d'inhibició del creixement bacterià així com de l'activitat

malolàctica essent especialment actius sobre L. oenos (Desens, 1989).

La presència de bacteriòfags pot ser una altra causa de problemes per al

desenvolupament de la flora làctica. Sozzi et al. (1982) van establir per primera vegada una

correlació entre l'existència de fags de L. œnos en el vi i la dificultat que es produeixi la

fermentació malolàctica. Donat que aquest punt està relacionat amb el tema principal

d'aquesta tesi, és veurà amb més detall més endavant

1.2 - FERMENTACIÓ MALOLÀCTICA

1.2.1 - Implicacions de la fermentació malolàctica en enologia

Contràriament al que es creia en un principi, la presència de bacteris làctics en el vi

no comporta exclusivament efectes indesitjables. El paper benèfic de la fermentació

malolàctica als vins negres, els quals, en la majoria dels casos tenen un pH entre 3,0 i 4,0 i

en alguns de blancs (vins d'acidesa molt elevada, com els de Borgonya i de Xampanya) és

ben reconeguda. Per això a les regions vitícoles fredes aquesta fermentació és particularmrnt

necessària degut a l'acidesa dels seus vins. Es tracta, doncs, d'un dels principals medis de

reducció de l'acidesa del vi per un procés biològic, contràriament als processos químics i

físics que es poden utilitzar quan la FML no es fa possible (degut moltes vegades a les

baixes temperatures dels cellers).

Els efectes pràctics de la FML als vins han estat durant els últims anys objecte de

controvèrsia. En principi sembla difícil dir si aquesta fermentació és convenient o no per a la

qualitat final del vi; però el que sí podem dir és que produeix una modificació, i així serà bo

o dolent segons la finalitat esperada per l'enòleg.

Tres són els arguments que reforcen el desig que es produeixi la FML: la

desacidificado dels vins, la contribució a la complexitat aromàtica i l'estabilitat microbiana.
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La modificació de les característiques organolèptiques no és encara ben coneguda.

Els treballs de J. Ribèreau-Gayon i E. Peynaud (1960) confirmen la freqüència d'aquesta

fermentació en els vins negres de Bordeus i constaten l'efecte benèfic que proporciona als

grans vins. El primer treball que relaciona les característiques organolèptiques amb la FML

va ser feta a Bordeus i es va veure que aquesta desacidifícació dóna maduresa i complexitat

aromàtica al vi (Carre, 1982). La suavitat, la pèrdua d'agresivitat del vi i del seu caràcter

verd caracteritzen, a nivell sensorial, aquesta transformació de l'àcid màlic, diàcid, a àcid

làctic amb un únic grup àcid

L'àcid làctic és el principal producte final de la FML però hi ha la formació d'altres

productes que poden donar característiques sensorials diferents, com l'acetoïna i el diacetil,

els quals augmenten durant la FML (Fornachon et al., 1965 i Kunkee et al., 1965) i que

poden donar complexitat aromàtica, però que poden desaparèixer més tard a conseqüència de

la remetabolització. La variació de les característiques sensorials del vi després de la FML no

estan encara ben clares. Els treballs fets per Kunkee et al. (1964) i Webb (1962) demostren

que la FML no les afecta significativament Les petites diferències observades provenen de

la utilització de diferents soques de bacteris làctics (Pilone i Kunkee; 1965).

La degradació de l'àcid màlic en el vi no comença fins que el nombre de bacteris

làctics arriba a un valor de 106 cel/ml (Costello et al., 1983) suggerint que l'enzim malolàctic

està reprimit al començament de la fase de creixement (Wibowo et al., 1985).

La desaparició de l'àcid màlic confereix estabilitat de cara a l'acció d'altres bacteris

làctics que poden utilitzar, en absència d'altres sucres, aquest substrat energètic per al seu

desenvolupament. Per altra banda és ben cert que hi ha raons per desitjar la FML i que

aquesta es faci abans d'embotellar el vi, ja que en cas contrari es produirien sediments dins

l'ampolla i aparició de CÛ2Î per tant podem dir que la FML dóna estabilitat prevenint

modificacions tardanes del vi una vegada embotellat

1.2.2 - Mecanismes de degradació de l'àcid màlic

La degradació de l'àcid màlic en àcid làctic en enologia es coneix com fermentació

malolàctica (FML) la qual dóna com a resultat una reducció de l'acidesa. L. oenos, igual que

la majoria de bacteris làctics que es troben en vinificació posseeixen l'enzim malolàctic

donant-li la capacitat de descarboxilar l'àcid L(-) malic en àcid L(+) làctic en presència de

NAD+ i de Mn2+ (cofactors essencials en la reacció) (Lonvaud-Funel i Strasser de Saad,

1982; 1983; Spettoli et ai, 1984). Koch (1900) va establir la relació entre el creixement dels

bacteris làctics i la reducció de l'acidesa dels vins, considerada com a efecte benèfic per la

qualitat sensorial.
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L'equació per aquesta fermentació és ben coneguda des de fa molt temps. Seifert
(1901) va proposar:

àcidmàlic ^ àcid làctíc+CO2

D'aquí ve el terme fermentació, però aquesta reacció, de fet, no és una veritable
fermentació, sinó que és més aviat una reacció enzimàtica realitzada pels bacteris després del
seu creixement (Lonvaud-Funel i Strasser de Saad, 1982). No obstant el terme de
fermentació malolàctica es contínua utilitzant en el món científic de l'enologia, per analogia
amb la fermentació alcohòlica.

La transformació de l'àcid L-màlic en àcid L-làctic es va descriure per primera vegada
per Korkes i Ochoa (1950) en Lactobacillus arabinosus. Aquesta reacció es pot donar per
dues vies diferents, l'una, basada en l'acció de la malat deshidrogenasa (MDH) i l'altra en
l'acció de l'enzim màlic. Els dos casos impliquen la formació d'àcid pirúvic i la intervenció
de la lactat deshidrogenasa. Bréchot et al van establir (1966) que en el vi l'àcid L-làctic es
forma en quantitat equimolecular a l'àcid L-màlic desaparegut. La formació de petites
quantitats d'àcid D-làctic és deguda al catabolisme dels sucres residuals. Més tard es va
veure que durant la fermentació malolàctica hi havia una transformació estequiometrica de
l'àcid L-màlic a àcid L-làctic sense la intervenció de la LDH ni la formació d'intermediaris,
com el piruvat, la qual cosa implicava l'existència d'un enzim que fes la transformació
directa (Peynaud, 1968).

Radler et al, (1970) van provar l'existència d'aquest enzim que transformava
directament l'àcid màlic en àcid làctic. L'enzim fou anomenat enzim malolàctic (Ribereau-
Gayon et al., 1975). Kunke (1974) va trobar dues rutes per a la transformació malolàctica en
Leuconostoc ceños. La principal activitat és la de l'enzim malolàctic després es produeix una
activitat secundària que representa un 2% realitzada per l'enzim màlic.

En els estudis fets sobre soques aïllades dels vins s'ha vist que aquest sistema
enzimàtic està induit per l'àcid màlic (Flesh i Holbach, 1965) que depèn de la presencia d'un
sucre fermentable. Per a alguns bacteris .són les condicions de cultiu les que determinen la
inducció de cada un dels dos enzims, els quals poden coexistir conjuntament en els extractes
bacterians.

L'enzim malolàctic va ser purificat per primera vegada per Schütz i Radler (1974) en
Lactobacillus plantarum i més tard en L. oenos (Spettoli et al., 1984). Les seves

caractéristiques cinètiques i pes molecul.lar són diferents de l'enzim màlic. Es tracta d'un
complex enzimàtic format per dues subunitats idèntiques. El pes molecular és de 235.000 i
el seu punt isoelèctric es troba a pH 4,35 (Lonvaud-Funel i Strasser de Saad, 1981).

El paper de la fermentació malolàctica en el metabolisme dels bacteris no està ben
clar. Segons Kunkee, es tractarà d'una reacció que no dóna energia ni poder reductor a la
cèl·lula (Kunkee, 1967). La quantitat de biomassa obtinguda de L. mesenteroides quan es
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cultiva en un medi amb glucosa no es veu afectada per l'acció de l'àcid malic (Kandier et al.,

1973). Això no obstant s'ha observat que quan s'afegeix ac. màlic al medi amb una font de

carboni, augmenta la tassa de creixement (Pilone i Kunkee, 1976). L. œnos utilitza l'àcid

màlic com a substrat en certes condicions (Chauvet et al., 1980). Renault et al. (1988)

confirmà que la decarboxilació del malat estimula el creixement de Lactococcus lactis però

solament a concentracions limitants de glucosa (<10 g/1). Al contrari, en presència d'excés

de glucosa en el medi, la conversió malolàctica inhibeix el creixement

Després, Cox i Henick-Kling (1989 i 1990) demostren la implicació de la

fermentació malolàctica en la producció d'ATP en cèl·lules senceres de bacteris làctics que

posseeixen l'enzim malolàctic. L'aparició de molècules d'ATP està condicionada per

l'entrada de malat en la cèl·lula, per la seva decarboxilació en àcid làctic, per la sortida de

lactat de la cèl·lula, per la presència d'un gradient de protons i finalment per una ATPasa

capaç de funcionar. En definitiva, la FML genera un gradient electroquímic a través de la

membrana plasmática que condueix a la producció d'una molècula d'ATP per molècula de

malat degradat. La quantitat real d'ATP produït és lleugerament inferior i depèn del pH

extracel.lular i de la quantitat extracel.lular de lactat. Com més baix és el pH extracel.lular

(<5,5) la producció d'ATP és més gran, (Henick-Kling et al., 1991).

1.2.3 - Mecanismes de control de la fermentació malolàctica

La dificultat per obtenir la fermentació malolàctica és deguda, en la majoria dels

casos, a una població de bacteris insuficient, per això són possibles diferents opcions. En

primer lloc cal obtenir les condicions físico-químiques òptimes per afavorir el creixement

dels bacteris indígenes del vi. La inducció de la FML es pot igualment realitzar aportant

bacteris exògens provinents d'un vi en plena fermentació malolàctica. Aquesta aportació de

bacteris es pot fer també utilitzant ferments malolàctics industrials. La inoculació dels vins

consisteix en afegir una població de bacteris viables elevada per suprimir la fase de latència i

de multiplicació naturals quan les condicions no són favorables. Per tal que hi hagi una

degradació de l'àcid màlic apreciable la biomassa ha de ser, com a mínim de 106 cel/ml

(Lafon-Lafourcade et al., 1983).

Per altra banda el vi ha d'estar en condicions òptimes com són una temperatura entre

10-20°C, concentracions baixes de SO2, i el pH no pot ser superior a 3,2. L'addició

d'escorces de llevats pot afavorir la inducció de la FML per la seva capacitat d'absorbir els

àcids grassos tòxics pels bacteris (Paraskevopoulos, 1988). Però això no és sempre possible

i moltes vegades impedeix una FML espontània conduïda per la flora indígena del vi. Per

aquesta raó es va intentar substituir-la per una població massiva preparada al laboratori. El

problema no es va resoldre fàcilment. Les preparacions industrials de Leuconostoc œnos
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eren inactives després de la seva inoculado en el vi. Lafon-Lafourcade et al. (1983) van

proposar la reactivació de la biomassa industrial abans de la seva inoculado per tal de limitar

la pèrdua de viabilitat dels bacteris. La incubació es feia en suc de raïm durant 24-48h.

Aquest mètode va donar bons resultats però es tracta d'un procés llarg i pesat de realitzar la

qual cosa l'ha fet deixar de banda pels viticultors.

La necessitat d'una reactivació per a les preparacions de L. œnos va fer pensar en un

altre tipus d'inoculacio: la inoculado del most per Lactobacillus plantarum . En aques cas, la

degradació de l'àcid màlic es fa abans de la fermentació alcohòlica i després els bacteris són

completament eliminats degut al fort antagonisme amb els lleváis i com que es tracta d'un

bacteri homofermentatiu no hi ha formació de acidesa volàtil a partir dels sucres (Prahl et al.,

1989). D'altra banda, actualment s'han comercialitzat preparacions liofilitzades de L. œnos

les quals es poden inocular directament dins del vi (Vití œnos, Chr. Hansen's Laboratorium)

sense necessitat de reactivació.

L'última opció és la decarboxilació de l'àcid màlic pels lleváis. Algunes espècies són

capaces de realitzar aquesta transformació com Schizosaccharomyces pombe però es

presenten efectes secundaris com la producció d'olors desagradables (Mayer i Temperly,

1963). D'altra banda els progressos realitzats en enginyeria genètica han donat la possibilitat

d'identificar l'enzim malolàctic i de clonar-lo dins Saccharomyces cerevisiae. Els últims

treballs realitzats en aquest sentit han estat fets per Denayrolles et al., (1993) i Ansanay et al.

1993), els quals han seqüencial i clonat l'enzim dins S. cerevisiae De momenl l'activilal

delectada és baixa però estudis posteriors podrien permetre la finalilzació del ireball de gran

interès a nivell induslrial.

1.3 - BIOLOGIA GENERAL DELS BACTERIOFAGS

1.3.1- Aproximado històrica

El descobrimenl de l'exislència dels bacleriòfags data de principis de segle quan

D'Herelle (1917) fa la seva primera comunicació. On en una curta publicació a la revista

"Comptes rendus de la Société de Biologie" descriu un agenl filtrable que és capaç d'infectar

i desunir el bacil de la disenteria.

Com la major part d'organismes vius, els bacteris poden ser infecíais per virus

anomenals en aquesl cas bacleriòfags o fags (afèresi ulililzada pels anglosaxons i acceplada

aciualmenl per tola la comunilai científica). Les dimensions exttemadameni petites dels fags
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es fan visibles exclusivament al microscopi electrònic. El treball es va facilitar molt més

devant la possibilitat d'utilitzar un mètode de quantificació dels fags desenvolupat en principi

per Gratia (1936) i modificat més tard per Adams (1959) el qual es basa en la capacitat d'un

fag actiu de produir zones clares sobre una capa de bacteris sensibles quan aquests creixen

sobre una base de cultiu sòlid. El mètode d'Adams va ser més tard modificat per Sozzi per

tal de posar en evidència els fags dels bacteris làctics. Les zones clares es produeixen a causa

de la infecció del bacteri pel fag. El cicle infectiu del fag acaba amb la lisi o trencament de la

cèl·lula infectada la qual allibera una nova progenie de partícules fàgiques que es difonen

dins la capa semisòlida d'agar per acabar infectant les cèl·lules veïnes.Al mateix temps els

fags produïts infecten i lisen nous bacteris. Al mateix temps el tapís bacterià, no infectat pels

fags, continua creixent donant un aspecte opac a la placa que contrasta perfectament amb les

zones de lisi.

El temps de multiplicació dels fags i el temps de generació dels bacteris són sovint

semblants. Els fags difonen en totes les direccions a partir del bacteri inicial infectat, però

aquesta difusió és frenada pel medi semisòlid en el qual es troben. Això permet de

comprendre, d'una part, la circularitat de les plaques de lisi, i d'altra el fet que al cap d'un

cert temps ja no es fan més grans. La dimensió de les plaques de Usi reflexen l'eficàcia amb

la qual un bacteriòfag infecta i destrueix un bacteri. Aquesta eficàcia esta relacionada amb els

caràcters genètics del bacteriòfag.

En un principi es van descriure els fags com a partícules virulentes que comportaven

la destrucció del bacteri hoste, però no es contemplava la capacitat d'alguns fags d'integrar-

se en el cromosoma bacterià en forma de profag i persistir durant generacions en el material

genètic del bacteri. En aquest cas el bacteri esdevé lisogènic.

DHerelle va observar que alguns cultius lisogènics podien alliberar fags mantenint el

cultiu en forma simbiòtica de fags i bacteri hoste. Per veure si els bacteriòfags provenien del

bacteri McKinley (1925) va partir d'una colonia i la va repicar sis vegades de manera que no

quedessin partícules fàgiques lliures en el medi. Aleshores es va veure que es continuaven

trobant fags en el medi del que provenien els bacteris. Es demostrava així que la lisogènia es

podia mantenir en absència de fags lliures.

L'atac dels bacteriòfags pot alterar tots els processos fermentatius realitzats per

bacteris. Concretament en la indústria làctica el problema és ben conegut des de fa molt

temps principalment per la seva repercusió econòmica (Sozzi et al., 1978). En les

fermentacions industrials per a la producció d'estarters,.els bacteriòfags són sovint els

causants de la desaparició de la població bacteriana i conseqüentment de pèrdues per a la

indústria.
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1.3.2- Replicado dels bacteriòfags

a") Adsorció i penetració dels bacteriòfags

El primer contacte entre un fag i la cèl·lula hoste implica una associació entre ells a

nivell de la superfície cel·lular degut a forces électrostatiques que produeixen un lligament no

específic. Aquesta associació és seguida d'una associació específica i reversible a una

estructura específica de la paret cellular. El nombre i tipus de receptors és molt variable. Les

mol.lècules reconegudes pels fags són normalment components essencials de la superfície

cellular. Per exemple, el fag BF-23 es lliga al mateix receptor de la vit B12, (Di Masi et al,

1973).

En els bacteris làctics:

Com es veurà després, la resistència d'algunes soques de bacteris als fags ve

determinada per l'existència d'un mecanisme que n'inhibeix l'adsorció dels fags. Els treballs

de Sanders i Klaenhammer (1983) fets sobre el determinisme genètic de la resistència als

fags en una soca de Lactococcus lactis resistent van demostrar que aquest mecanisme estava

codificat per un plàsmid. Tots els mutants sensibles d'aquesta soca havien perdut el plàsmid.

Un altre sistema similar va ser descrit per de Vos et al (1984) on el mecanisme de resistència

és degut a la reducció de l'adsorció i ve donat per la presència d'un plàsmid. Les soques

sensibles mutants no tenen el plàsmid.

S'han observat dos tipus d'adsorció per a fags dels bacteris làctics (Budde-Niekiel i

Teuber, 1987): per una part existeix una gran majoria de fags que reconeixen un nombre

limitat de receptors distribuïts a la superfície cel·lular, mentre que d'altres s'adhereixen de

forma homogènia per tota la superfície cel·lular.

Després de l'adsorció dels fags, el DNA és injectat des de la càpside i a través de la

cua a l'interior de la cèl·lula. La partícula fàgica, buida del seu àcid nucleic, queda a

l'exterior de la cèl·lula. Aquest procés va ser observat sobre Lactobacillus casei per

Watanabe efa/. (1987).

b) Característiques del cicle de multiplicació

El cicle biològic d'un fag temperat pot ser lític o bé lisogènic. La primera etapa de

multiplicació consisteix en l'adsorció a la paret de la cèl.lula hoste la qual pot adsorbir

nombrosos fags al mateix temps. El DNA del fag s'injecta a l'interior del bacteri per

contracció de la beina deixant la càpside a l'exterior tal com van demostrar Hershey i Chase

(1952). Des d'aquest moment el fag pot multiplicar-se immediatament com un fag virulent
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donant un cicle lític o bé transformant-se en profag (DNA fàgic insertat al cromosoma

bacterià) i seguir un cicle lisogènic (Figura 1.1). Els bacteris que contenen un profag es

coneixen per lisogènics i els fags que poden esdevenir profags es coneixen per fags

temperats. En un apartat posterior es comentarà més en detall el concepte de lisogènia.

La multiplicació dels fags va ser explicada a partir dels treballs d'Ellis i Delbrück

(1939) els quals van posar a punt un mètode per estudiar el creixement quantitatiu dels

bacteriòfags, anomenat creixement en esglaó (one-step growth) que consisteix a infectar

un cultiu de bacteris creixent en medi líquid amb un nombre de fags suficients per infectar

una petita fracció de la població; després d'alguns minuts el cultiu és diluït per impedir més

infeccions. Es van agafar mostres en diferents temps per ser comptades en UFP/ml (Unitats

Formadores de clapes). En les condicions d'Ellis i Delbrück les UFP van ser constants

durant 20 minuts a 37°C. El nombre de calbes és constant durant algun temps després de la

infecció degut al fet que cada bacteri infectat produeix una sola calba independentment del

nombre de fags que contingui en el moment de sembrar en placa. Aquest mètode va permetre

treballar en condicions de "cicle únic" de manera que els fags produïts en el primer cicle de

multiplicació no infectin nous bacteris per donar un segon cicle. Així es poden determinar

realment els paràmetres d'un cicle de multiplicació en una població de bacteris.

Aquests resultats van verificar les prediccions d'Herelle (1926) en les quals

determinava tres fases en el cicle de multiplicació dels fags:

1) Adsorció al bacteri hoste.

2) Multiplicació a l'interior de la cèl·lula.

3) Ruptura de la cèl·lula amb l'alliberament de la progenie de fags.

L'anàlisi dels resultats obtinguts per Ellis i Delbrück a partir del seu experiment de

creixement en esglaó van permetre de definir una sèrie de paràmetres en la corba de

creixement del fag T4 d'E. coli.

El primer període de temps en que no hi ha canvis en la titulació de bacteriòfags

(nombre que hi ha en un lisat), es coneix com a període de latència i correspon al temps

d'adsorció i de multiplicació intracel.lular. El període següent és el període d'explosió i

correspon al temps de lisi de la cèl.lula infectada on la titulació de fags augmenta

considerablement Al final d'aquest període el nombre de fags queda constant, sempre que el

cultiu estigui ben diluït per evitar l'adsorció i conseqüent infecció dels fags de la segona

generació.

La titulació dels fags després de la seva multiplicació, necessitava una estratègia

especial per assegurar que el nombre de fags comptats correspongués al seu nombre real

dins el lisat Ellis i Delbrück (1938) van verificar que la relació entre el nombre de plaques
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Bacteri

Integració
del DNA

Alliberament
dels fags

OCLE LISOGENIC CICLE LJTIC

Figura 1.1: Representació esquemàtica del cicle biològic d'un fag atenuat.
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de lisi i la concentració de fags en un determinat lisat, és lineal. Es dedueix d'això que una

placa de lisi prové de la infecció d'un bacteri sensible per una sola partícula fàgica, és a dir,

que el nombre de plaques de lisi correspon al nombre de partícules infeccioses presents en la

suspensió viral. Si no fos així, i més d'una partícula vírica fos necessària per provocar la lisi

del bacteri, la corba obtinguda seria una paràbola, si tenim en compte que la variable que

determina el nombre de fags que infecten un bacteri segueix una distribució de Poisson. Es

pot considerar aleshores que tots els fags que provenen d'una sola placa de lisi constitueixen

un clon originat d'una sola partícula parental.

La proporció entre la titulació final de fags i l'original es coneix per grandària

d'explosió i representa la mitjana de la producció de fags per cèl·lula infectada. Es

considera que l'adsorció és completa (condicions ideals de treball) i que cada placa de lisi

comptada durant el període de latència correspon a una cèl·lula infectada. Per saber si les

condicions de treball són les adequades es pot calcular la proporció de cèl·lules no infectades

en un cultiu a partir de la distribució de Poisson: P0 = e-m , on P0 és la probabilitat que una

cèl·lula no adsorbeixi cap bacteriòfag i m és la mitjana de fags adsorbits per cèl·lula, tenint

en compte que l'estudi experimental de l'adsorció dels fags va permetre d'establir que

segueix una distribució de Poisson.

D'una manera general podem dir que l'acumulació de partícules fàgiques en un cultiu

segueix una cinètica aparentment exponencial al començament, i que esdevé lineal al final del

cicle. L'existència d'una fase exponencial implica que els genomes dels fags produïts dins

el bacteri hoste es repliquen per produir una segona generació, que es tornarà a duplicar

successivament. Va ser Luria (1951) qui va demostrar per primera vegada que la

multiplicació dels bacteriòfags era exponencial. El final del cicle de multiplicació del fag es

produeix per la mort del bacteri hoste, resultat de la destrucció de la paret cel·lular.

Una de les variacions més importants de la tècnica de creixement en esglaó va ser

descrita per Doermann (1948a). Aquesta permet seguir el desenvolupament del fag a

l'interior de la cèl·lula provocant una Usis artificial abans que finalitzi la fase de latència

mitjançant l'addició de cianida al medi de cultiu, la qual provoca la ruptura de les cèl·lules

infectades. El comptatge dels fags presents en el lisat permet de determinar el nombre mitjà

de partícules infeccioses per cèl·lula.

cXFactors aue afecten el desenvolupament dels fass
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El que moltes vegades es considera resistència als bacteriòfags no és altra cosa que la

existència de certes condicions, que impedeixen el seu desenvolupament independentment de

les característiques inherents al bacteriòfag i al bacteri hoste.

Les condicions que poden afectar el desenvolupament del bacteriòfag inclouen la

temperatura, concentració iònica del medi, pH, concentració de nutrients i fase de creixement

del bacteri hoste. Aquestes condicions poden ser modificades per aconseguir un medi idoni

que impedeixi o afavoreixi la multiplicació; però, en tot cas, les modificacions han de ser

fetes per cada cas concret per a un fag determinat i per a un hoste determinat

Els medis de cultiu que tenen un efecte quelant per als ions divalents, són efectius

inhibint el desenvolupament dels fags (Mermelstein, 1982; Pearce, 1978). A part dels

requeriments específics d'ions divalents, els medis de cultiu que permeten el creixement del

bacteri hoste permeten també el desenvolupament dels fags.

La fase de creixement del bacteri hoste pot afectar l'eficiència per formar plaques de

lisi. En alguns casos és preferible utilitzar el bacteri hoste en fase estacionaria per obtenir un

màxim d'eficiència (Paeke i Stanley, 1978; Potter i Nelson, 1952). En altres casos les

cèl·lules han d'estar en fase exponencial (Mullan, 1979). La fase òptima de creixement per

obtenir un màxim d'eficiència no pot ser generalitzada, s'ha de determinar en cada cas

concret, no obstant això, s'ha de tenir en compte que si la infecció es fa quan molts dels

bacteris són morts o sense capacitat de replicació, els fags s'adsorbiran a cèl·lules que no

seran capaces de permetre la seva multiplicació, disminuint l'eficiència en la formació de

plaques de lisi.

Pel que fa als bacteris làctics:

El requeriment de ions divalents ha sigut determinat per alguns fags. Per als fags de

streptococs, que es multipliquen en medis rics en calci, la llet i el Ca2+ són indispensables

per la multiplicació (Collins et al., 1950). Potter i Nelson, 1952) van trobar que les

concentracions que permeten el desenvolupament dels fags dels bacteris làctics està entre 2 -

3mM.

L'efecte de la temperatura va ser estudiat primerament per Hunter (1943) sobre el

desenvolupament dels fags d'estreptococs. Els seus resultats indiquen que la mutiplicació

del fag i el creixement del seu bacteri hoste depenen de temperatures diferents. Altres estudis

mostren que l'augment de la temperatura (de 30°C a 37 o 40°C) millora considerablement el

desenvolupament d'alguns fags d'estreptococs (Hull i Brooke, 1982; Klaenhammer i

Sanozky, 1985; McKay i Baldwin, 1984; Sanders i Klaenhammer, 1980), en tots els casos,

aquesta millora és deguda a la disminució del període de latència, increment de la grandària

d'explosió o de la disminució de la capacitat d'adsorció.

Mullan et al. (1981) van descriure que en certs casos, les interaccions fag-hoste eren

sensibles a temperatures entre 38-40°C. Sozzi et al. (1978) després d'analitzar 19 soques de
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lactococs, va trobar solament tres soques sensibles a la temperatura, contràriament al gran

nombre trobat per Mullan.

La conclusió que es pot constatar en la literatura (Hull i Brooke, 1982; Hunter, 1943;

Mullan, 1981; Pearce, 1978) sobre l'efecte de la temperatura en la multiplicació dels fags, és

que els valors òptim de creixement pels bacteris són molt pròxims als del desenvolupament

dels fags i en definitiva, els fags es multipliquen quan els bacteris poden créixer, cosa que fa

que la temperatura òptima pel creixement bacterià sigui un factor important

d) Agents que impedeixen la multiplicació dels fags

La utilització d'agents anti-fags per controlar el seu desenvolupament lític no està

encara ben determinat Alguns productes descrits es poden utilitzar a nivell de laboratori però

no encara a escala industrial. L'única excepció és el cas de la utilització de fosfats, els quals

tenen un efecte quelant per als ions divalents com el Ca2+ i Mg2+, importants per al

desenvolupament (Hargrove et al., 1961). Els fosfats van ser provats en una planta pilot

com a experiència industrial, encara que normalment s'utilitzen en la preparació d'estarters

industrials en la indústria làctica. Aquests fosfats poden ser afegits en forma de compost

ràpidament soluble o com a compost que es solubilitza lentament (Hargrove et al., 1961;

Sandine i Ayres, 1981). No obstant existeixen fags que no requereixen la presència de Ca2+

per als quals aquest procediment no té cap efecte (Sozzi, 1972). Els fosfats no impedeixen

l'atac dels fags durant la fermentació ja que la seva acció és a nivell de l'estarter impedint la

inoculació de fags al medi de fermentació. Alguns medis de cultiu que contenen fosfats,

s'han posat al mercat per la produció d'estarters, però els resultats no han sigut massa bons

en quant a l'efectivitat i els costos de producció són més elevats, de manera que els

industrials han preferit lluitar contre l'atac dels fags prenent més mesures d'higiene durant la

fermentació (Sandine, 1977; Ledford i Speck, 1979).

L'espermina és un altre dels productes provats per impedir el desenvolupament dels

bacteriòfags. Els fags de Lactococcus lactis no s'arriben a multiplicar fins i tot a

concentracions tan baixes com 5 1(HM (Erskine, 1970). La seva acció no és a nivell de la

injecció del DNA. Quan es lisen els bacteris infectats per mètodes físics o enzimàtics després

de ser tractats amb espermina, aquests no alliberen cap fag intacte, és a dir, aquest compost

actua impedint la síntesi del nou material fàgic. La seva utilització com a mesura de protecció

dels bacteris durant la fermentació i la seva aplicació a escala industrial, no està encara ben

estudiada.
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1.4 - BACTERIÒFAGS DELS BACTERIS LÀCTICS

1.4.1 - Morfologia dels bacteriòfags

Els bacteriòfags dels bacteris làctics pertanyen als grups morfològics A i B de la

classificació de Bradley (1967). En el grup A es troben els fags que presenten la cua

contráctil, en el grup B la cua no és contráctil i llarga, entre 100-250 nm; en els dos casos les

càpsides són isométriques de 45-65 nm de diàmetre.(Taula 1.2a). Segons la classificació

feta per Lwof et al. (1962).els fags dels bacteris làctics pertanyen a la familia Mioviridae

(taula 1.3). A la taula 1.2b es descriuen les característiques fàgiques de dos gèneres.de

bacteris.

La Figura 1.2 mostra les diferents parts que es poden diferenciar en un bacteriòfag

del tipus T4, en els fags dels bacteris làctics no trobarem aquesta complexitat com veurem

més endevant.

Taula 1.2a: Classificació dels bacteriòfags feta per Bradley (1967) basada en les

característiques morfològiques i tipus d'àcid nucleic.

Grup

A
B

C
D
E
F

Descripció

Cua contráctil

Cua llarga no contráctil

Cua curta no contráctil

Càpside gran i sense cua

Càpside petita i sense cua

Filamentos

Tipus d'àcid nucleic

DNA bicatenari

DNA bicatenari

DNA bicatenari

DNA monocatenari

RNA monocatenari

DNA monocatenari
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— — - Collaret

_ Acid nucleic

_ _ _ _ _ _ Càpside

_ _ Cilindre
central

— — — — — Beina contracti!

Placa basal

Fibres
caudals

Figura 1. 2: Esquema de les diferents parts que podem diferenciar en un
bacteriofag.
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Taula 1.2b: Classificació morfològica i dimensions dels fags d'alguns bacteris

làctics

Espècies Grup de

bacterianes BRADLEY

Leuconostoc B

Lb. B

delbrueckü

ssp.

bulgarucus

ssp. lactis

Dimensions (nm)

Llargada

càpside

45-72

88-89

44-55

Llargada cua Diàmetre cua

210-290 6-10

120-150 26 (beina)

116-170 5-12,5

200-290

600-700

Referències

Bibliogràfiques

Shin i Sato (1979)

Sozzi et al (1982)

Accolas i Spillman

(1979)

Sozzi et al. (1981)

Els treballs fets sobre la morfologia dels fags dels lactobacils és relativament escassa.

Algunes soques de Lactobacillus helveticus presenten càpsides isométriques (49-56 nm de

diàmetre) i cua contráctil (150-230 nm de llarg), característiques típiques del grup A de la

classificació de Bradley (Sozzi, 1977; Accolas i Spillmann, 1979; Reinbold et al., 1982).

Una soca de Lactobacillus bulgaricus estudiada per Reinbold et a/.,(1982) pertany al grup A

a diferència del restant de soques d'aquesta mateixa espècie i de totes les soques de

Lactobacillus lactis que presenten les característiques del grup B de Bradley (Dentan et al.,

1970; Sozzi, 1977; Accolas ji Spillmann, 1979). Als darrers estudis sobre lactobacils fets per

Séchaud et al., (1992) sobre Lactobacillus helveticus, de 35 fags observats en microscopi

electrònic tots presenten la cua contráctil i pertanyen al grup A de Bradley o bé a la família

Myoviridae (descrita pel comitè de taxonomia dels virus, Taula 1.3) i es poden distingir dos

grups: els de cua llarga i els de cua curta; en els dos casos la càpside és isomètrica (50-52 nm

de diàmetre). Les cues contràctils de Is fags de L. helveticus els distingeixen dels fags

d'altres espècies de lactobacils termofílics, utilitzats en la undústria làctica com L.

delbrueckii ssp lactis iL. delbrueckii ssp bulgaricus. D'altra banda fags de lactobacils amb

cua contráctil han estat descrits amb anterioritat en Lactobacillus acidophilus (De Klerk i

Hugo, 1970).

Jarvis (1984) fa la diferenciació entre una sèrie de fags aïllats del formatge i

multiplicats sobre soques de Lactococcus cremoris a partir de la qual pot fer una

diferenciació en 5 grups d'acord amb les observacions fetes al microscopi electrònic basades

en les dimensions de la càpside i el tamany de la cua. En tots els casos la càpside és

isomètrica i la cua no contráctil. La major part dels fags de Lactococcus pertanyen a la
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famflia Siphviridae amb càpsides isométriques o allargades i cues llargues i no contràctils

(Jarvis, 1988).

La diferenciació dels fags de Lactococcus lactis va ser feta per Braun et al. (1989).

La diferenciació es basa en la talla de la càpside i en l'estructura i llargada de la cua i en tots

els casos la càpside és isomètrica. Les diferències entre els fags virulents i els temperats es

troben bàsicament en l'estructura de la cua. Entre els virulents la diversitat era més gran que

entre els atemperáis.

Els fags de Leuconosíoc ceños van ser visualitzats per primera vegada per Sozzi et al.

(1976). L'observació es va fer a partir de vins amb dificultats a la FML al microscopi

electrònic després d'una coloració negativa a l'àcid fosfotúngstic 2%. Es van poder observar

tres tipus morfològics diferents:

a) Fags petits de cua llarga o mitjana, no contráctil i poc o relativament flexible grup

B de Bradley.

b) Fags petits englobats dins una capa de mucopolisacàrids, càpsides no visibles,

grup E de Bradley.

c) Fags petits càpside allargada, cua no contráctil, relativament flexible, molt

semblants al grup ML de Bradley.

Nel et al. (1987) descriuen els fags de L. œnos aïllats a partir de vins i de sucre de

canya. La morfologia que van observar va ser: una càpside hexagonal i la cua flexible no

contráctil, la placa basal era normalment present, atartanyent al grup B de Bradley. Per altra

banda, fags que van ser aïllats a partir de vins alemanys, presentant càpsides isométriques i

només es diferencien entre ells pel diàmetre de la càpside, la llargada de la cua i la presència

de placa basal (Arendt i Hammes, 1992).

1.4.2 - Estructura del genoma de les partícules fàgiques i dels profags

Els bacteriòfags dels bacteris làctics presenten un DNA lineal i de doble cadena amb

extrems cohesius que li permeten la circularització in vitro. Estudis al microscopi electrònic

han demostrat que el DNA dels fags de estreptococs és lineal i de doble cadena entre 39-46

kb, i en els extrems presenten cadena simple (Loof et al, 1983); Watanabe et al., (1980).

En el DNA de diferents fags de lactobacils va ser mesurat per observació al microscopi

electrònic després de ser digerit per enzims de restricció i la talla del genoma està als voltans

de 27 MDa (Shimizu-Kadota et al., 1983). Boizet et al., (1992) van analitzar el genoma de 8

fags de L. oenos, la talla mitjana era de 31 kb i els extrems són cohesius.

El DNA d'una gran part de fags de bacteris làctics ha estat caracterizat per l'anàlisi

amb enzims de restricció. Molts d'aquests DNA presenten un nombre molt petit de llocs de
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tall de reconeixement pels enzims (Powel i Davidson, 1986). Aquesta és segurament una

resposta evolutiva del fag respecte del seu hoste; el bacteri té normalment enzims capaços de

degradar el DNA dels fags, després de la seva injecció com a sistema de defensa pròpia;

Alguns fags doncs, han evolucionat reduint el nombre de llocs de tall de restricció per tal

d'evitar la seva degradació pel bacteri. Les característiques físiques d'alguns dels fags aïllats

a partir dels bacteris làctics es resumeixen a la Taula 1.4.

Tres gens han estat localitzats en el mapa de restricció d'un dels fags de Lactobacillus

(M. Mata, dades no publicades) són els gens que codifiquen per les dues protéines

principals de la càpside i per una proteïna anomenada Usina, relacionada amb la lisi cel·lular

del bacteri. Aquest últim ha estat clonat en E. coli.

Les anàlisis d'hibridació utilitzant com a sonda el DNA del fag sobre un Southern de

restricció del DNA del bacteri hoste (Baldwin i McKay, 1987, Lakshimidevi et a/., 1988;

Jarvis et a/., 1984) en Lactococcus lactis confirmen la hipòtesi que el DNA del fag és lineal i

s'integra en un lloc de tall especific del cromosoma bacterià. Existeixen també altres llocs de

tall d'integració menys favorables (Lakshmidevi, 1988; Baldwin i McKay, 1987).

Existeixen també formes lineals extracromosòmiques del DNA del fag en algunes soques

lisogèniques en quantitats més abundants que la forma integrada.
El treball fet per R.R. Raya et ai (1992) sobre el fag Oadh de Lactobacillus gasseri

demostra que aquest fag s'integra en el cromosoma del bacteri en un lloc de tall específic per
recombinació seguint el model clàssic de Campbell's d'integració del fag X,.

Taula 1.4: Característiques físiques del DNA d'alguns dels fags aïllats a partir de bacteris

làctics.

Fag

PL-1

P008

FSW

c2tl

c2tl

643

LL-H

Hoste

Lactobacillus
casei

Lactococcus
diacetylactis

L. casei

Lc. lactis
Lc. lactis
Lc. lactis

ssp. cremoris

L. lactis

Talk

(MDa)

25."

19,6

27
22,6

23,8

14,9

22,1

G/C%

44

37,5

ND
ND
ND

38

ND

Tm(°Q

87,5

84,7

ND
ND
ND

85,5

ND

Mapa

restricció

No

Si

Si
No
No

Si

Si

ND = no determinat
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1.4.3 - Tècniques analítiques dels DNA dels fags

A part de l'estudi morfològic per a la diferenciació dels fags, en els darrers anys

s'han començat a utilitzar les tècniques de biologia moleculear i l'anàlisi del DNA per a la

caracterització dels fags. Els estudis d'hibridació demostren que els fags que pertanyen a

diferents grups morfològics no presenten homologia en les hibridacions DNA-DNA

(Coveney et al,, 1987; Jarvis, 1984). Aquesta tècnica és molt sensible. Entre els fags dels

lactococs es van poder diferenciar set grups entre els fags virulents i dos entre els temperats

(Braun et al., 1989). Els fags que pertanyen al mateix grup d'homologia presenten una forta

hibridació. En alguns casos excepcionals els fags virulents hibriden fortament amb els

atemperáis la qual cosa fa pensar en un fag ancestral comú (Lautier i Novel, 1987).

Per verificar que els grups basats en característiques morfològiques coincideixen amb

una uniformitat del DNA, es va fer una anàlisi amb enzims de restricció del DNA d'una sèrie

de fags. L'homologia en el DNA va confirmar que els membres de cada grup taxonòmic

eren molt similars (Braun et al., 1989).

La combinació de les tècniques d'anàlisis de restricció i hibridació DNA-DNA han

permès un altre tipus de classificació basat en el grau d'homologia. Boizet et al., (1992) van

utilitzar el DNA de diferents fags com a sonda d'hibridació. Quan la senyal era forta els fags

es classificaven en el mateix grup d'homologia.

Els grups morfològics no coincideixen obligatòriament amb els grups genètics

(construïts a partir de l'estudi del DNA). Jarvis i Heap (1984) descriuen dos fags de

morfologia molt similar però sense cap mena d'homologia en la hibridació DNA-DNA.

Coveney et aL, (1987) van demostrar un alt nivell d'homologia (83%) entre dos fags, un

que presenta collaret i un altre sense. Jarvis i Meyer (1986) van comparar tres fags amb

càpside isomètrica i van trobar entre 67-94% d'homologia; aquests tres fags provenien de

diferents plantes de producció de formatge, sembrats amb diferentes soques cada un.

1.4.4 - Concepte de lisogènia

La interacció entre un fag i el seu bacteri hoste pot, algunes vegades, conduir a la

integració del genoma viral dins el cromosoma bacteri. El DNA viral es coneix com a

profag. Els fags que présentent aquest comportament es coneixen per fags temperats i el

bacteri que l'integra esdevé lisogènic. El genoma d'un fag temperat conté alguns gens que

indueixen a la replicado i d'altres a la lisogenització. Un dels gens implicats en aquest últim

procés codifica per a la síntesi d'un repressor que inactiva l'opero necessari per la replicació.

El manteniment de la lisogènia necessita la formació continua de repressor en quantitats

suficients per mantenir el fag integrat i així bloquejar la replicació fàgica. Per aquesta raó els
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bacteris lisogènics són immunes a la infecció pel mateix fag o un homòleg. Quan les

quantitats de repressor actiu disminueixen s'inicia l'escissió del profag del cromosoma

ceüular i la posterior multiplicació. El fenomen de derrepressió es coneix com a inducció.

Això es dóna a baixa freqüència de forma espontània, però es pot incrementar fins a un

100% utilitzant agents inductors artificials (Lwoff et al, 1951).

aXVirulència i pèrdua de la lisogènia

Els mutants de fags temperats amb la capacitat d'infectar els bacteris lisogènics

parentals es coneixen com a virulents. Shimizu-Kadota et al. (1983) van demostrar que

alguns fags virulents aïllats de la llet derivaven d'un fag temperat de Lactobacillus casei. Les

característiques morfològiques i serotípiques eren les mateixes i solament després de l'anàlisi

del DNA es va trobar un fragment d'1,3 kb en els fags virulents que no apareixia en els

temperats. Aquest element transposable és possiblement el causant de la virulència.

La pèrdua de la capacitat de lisogenitzar un bacteri és un fenomen que ha estat

observat per Davidson et al. (1990), i està associat a una petita delecció del genoma del fag.

Els gens afectats possiblement codifiquen pel manteniment de la lisogènia com pot ser el

repressor o una integrasa.

b~).Incidència de la lisogènia en els bacteris làctics

La primera confirmació de l'aïllament de soques lisogèniques en els bacteris làctics

la va donar Reiter (1949) en Lactococcus lactis. Més tard es va veure que una gran part de

bacteris làctics són lisogènics i que poden induir fags temperats (Klerk i Hugo, 1970). La

freqüència en què es troben soques lisogèniques en les diferents espècies pot ser molt ample.

Kozak et al. (1973) van trobar solament un 8% de soques lisogèniques després d'una

inducció amb radiació UV a partir de cultius de Lactococcus lactis. Reyrolle et a/.,(1982)

van trobar un 43%, i Huggins i Sandine (1977) un 60%. Lee (1978) va tractar alguns cultius

de bacteris malolàctics amb agents mutàgens que provocaven la inducció de fags.

La inducció espontània dels fags temperats és a la pràctica el problema més important

que es pot presentar. Aquests fags induïts poden infectar altres soques sensibles utilitzades

com a estàrters. Reyrolle et al. (1982) van detectar nivells alts d'inducció espontània en el

25% de les soques provades.

La qüestió més important per la utilització de soques lisogèniques com a ferment

malolàctic en fermentacions industrials, es va produir davant la possibilitat que actuessin

com a font de fags virulents, tal com ha estat demostrat per Lawrence et al. (1976) i per
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Teuber i Lembke (1983). Hibridacions entre el DNA de fags atemperáis i el DNA de fags

virulents mostren una gran homología, cosa que fa pensar en un origen comu (Coveney et

al., 1987 i Relano et al., 1987). L'homologia parcial trobada entre alguns fags atemperáis i

virulents pot tenir una significació en l'evolució del fag. S'ha suggerit que la recombinació

de fragments de DNA pot fer part de l'evolució dels fags virulents i és probable que els fags

temperats siguin una font d'aquest DNA recombinant (Jarvis i Meyer, 1986; Relano et al.,

1987), per tant es necessari fer un crivellatge de les diferents soques per determinar la

lisogènia i evitar així problemes d'inducció de fags en les fermentacions industrials,

Davidson et al. (1990).

c) Lisogènia en Leuconostoc oenos.

L'existència de lisogènia en L. oenos ha estat demostrada per Arendt et al. (1991).E1

60% de 30 soques provades eren lisogèniques. Aquest alt percentatge indica que pot ser un

problema que s'ha de tenir en compte en la producció de soques pures o barreges de L.

oenos per la fermentació malolàctica, ja que els fags virulents trobats en el vi provenen de

fags atemperáis. La lisogènia es va posar en evidència a partir del tractament dels bacteris

amb mitomicina C. Els resultats indiquen que la inducció del profag depèn de la concentració

amb MC i de la fase de creixement del cultiu bacterià. El tractament amb la MC indueix en

algunes soques aïllades en vins de Borgonya l'alliberament del profag sense ser lisats

immediatament, permetent així recuperar clons lliures de profag (soques curades) Cavin et

al. (1991).

1.4.5 - Resistència als bacteriòfags

Malgrat que la major part dels processos tecnològics (principalment en la indústria del

formatge) s'han desenvolupat per tal de trobar la manera de limitar les infeccions fàgiques,

es fins ara, difícil de evitar-les completament. Es per això, doncs que s'han fet esforços en el

sentit de seleccionar soques resistents als fags buscant-ne de naturalment resistents en la

natura o bé fent una selecció de mutants.

La resistència d'un bacteri als bacteriòfags pot venir donada per:

- Impossibilitat del fag a s'adsorbir sobre el bacteri.

- resistència lligada al caràcter de lisogènia del bacteri. El repressor del

seu fag impedeix l'expressió de fags idèntics o semblants al seu profag, Es el sistema de

restricció/modificació.
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-.Presència del mecanisme d'infecció abortiva (Abi) degut al qual

solsament una fracció de les celules infectades permeten la multiplicació dels fags i aquesta

amb un rendiment molt baix.

Galesloot et al. (1966) i Thomas i Lowrie (1975) van veure que repicant soques de

bacteris utilitzades com a estarters en la producció de formatges, en presència de bacteriòfags

se seleccionaven mutants resistents . Aquest sistema es va utilitzar després per seleccionar

soques resistents per a la indústria làctica (Hull, 1978; Czulak et al., 1979). No obstant,

l'èxit de les soques que demostren resistencia a un gran nombre de fags no és massa gran.

La poca eficàcia a llarg termini en l'ús industrial ha impedit la seva consolidació com a

soques resistents (Losick i Robbins, 1967). Més tard es van identificar algunes soques

resistents en un nombre més petit de bacteriòfags, i aquestes van ser estudiades per a

determinar el mecanisme de resistència (Daniell i Sandine, 1981).

Un primer pas en l'estudi de la resistència el van donar Sanders i Klaenhammer

(1983) en posar en evidència un plàsmid de Lactococcus lactis que determinava l'absència

d'adsorció dels fags al bacteri hoste; la capacitat d'adsorció d'un fag depèn de la composició

de la paret cel·lular i les alteracions codificades pel plàsmid poden impedir-la (Olsen et al.,

1974). Les soques mutants sensibles havien perdut el plàsmid. En aquest sentit Sijtsma et

al. (1988, 1990) van relacionar la presència del plàsmid pSK112 en algunes soques

resistents de Lactococcus lactis sub. cremoris amb la modificació de les propietats de la paret

cel.lular la qual cosa explicaria les dificultats d'adsorció dels fags sobre aquests bcteris. La

estratègia en aquest cas és l'emmascarament dels receptors dels fags, situats sobre la paret

cel.lular, pel que s'anomenen components de superfície. La presència d'aquesta capa externa

va ser posada en evidència per la seva capacitat de produir l'aglutinació dels bacteris en

presència de Concanavalina A.

En aquest mateix sentit Lucey et al. (1992) van identificar un plàsmid que codificava

per dos mecanismes de resistència, inhibició de l'adsorció i l'infecció abortiva. Els bacteris

que presentaven una inhibició de l'adsorció van ser rentades en una solució de 0,05 M de

NaOH la qual cosa restablia la seva sensibilitat als bacteriòfags. Una anàlisi de la paret

cel.lular dels bacteris que contenien el plàsmid va revelar elevats nivells de galactosa i

ramnosa. Aquestes alteracions a nivell de la paret van poder ser observades també al

microscopi electrònic.

La resistència als bacteriòfags es pot donar a diferents nivells. Watanabe et al.,

(1984) van treballar amb un mutant resistent de Lactobacillus casei per tal de comprendre el

mecanisme dels primers passos de la infecció. Aquest mutant permetia l'adsorció però no

permetia la penetració del genoma fàgic dins el bacteri hoste.
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Més tard es van descriure altres plàsmids en el gènere Lactococcus, que codificaven

per diferents mecanismes de resistència com són el sistema de restricció-modificació

(Chopin et al., 1984; Sanders i Kaenhammer, 1981; Sanders i Klaenhammer, 1984) o bé

podien interferir en el desenvolupament intracel.lular del fag disminuint la grandària

d'explosió però sense afectar el nombre de cèl·lules infectades (Jarvis i Klaenhammer, 1986;

Klaenhammer i Sanozky, 1985; Sing i Klaenhammer, 1986; Steenson i Klaenhammer,

1985). Els determinants genètics per la resistència als fags en el plàsmid pTR2030 de

Lactococcus lactis van ser localitzats, clonats i determinada la seva expressió. Es tracta d'una

regió de 3 kb que conté la informació necessària per a la resistència i In vitro; les anàlisis de

delecció confirmaven aquest fet

1.4.6 - Presència dels bacteriòfags en les fermentacions làctiques

La interacció dels bacteriòfags amb els bacteris làctics té una particular importància

econòmica en la indústria alimentària. En els processos de fermentació industrial on la

productivitat depèn del creixement i de l'activitat metabòlica dels bacteris, els bacteriòfags

tenen l'oportunitat de multiplicar-se sense problemes, perjudicant el seu funcionament i

impedint el procés de fermentació.

Els fags han estat reconeguts des de fa temps com la principal causa del retard de

creixement dels lactococs que composen els ferments en la indústria làctica. El gènere

Lactococcus ha estat ben estudiat a fi d'evitar infeccions fàgiques en la producció del

formatge i el iogurt (Huggins, 1984 ;Jarvis, 1984; Sozzi, 1980). Algunes espècies de

Lactobacillus poden també ser objecte d'atacs per bacteriòfags (Sozzi et al., 1981; Watanabe

et al., 1970) com Lb. acidophilus, Lb. salivarius, Lb. bulgaricus, Lb. lactis, Lb. casei, Lb.

brevis, Lb. hilgardii i Lb. plantarum.

La lluita contra els fags és doncs un dels objectius més importants de recerca

fonamental pel que fa als bacteris industrials utilitzats per les fermentacions. L'eliminació

completa d'aquests fags és quasi impossible donat que poden persistir en forma de profag

integrat en els bacteris lisogènics actuant aquests de reserva permanent de fags, els quals

poden esdevenir virulents i provocar una contaminació (Shimuzu-Kadota et al., 1983).

1.4.7- Presència dels bacteriòfags durant la fermentació malolàctica

El primer grup de recerca que va posar en evidència la presència de fags en el vi va

ser Sozzi et al. (1976). A partir d'un vi amb problemes en la fermentació malolàctica i
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després d'haver-lo concentrat per ultracentrifugació es van poder observar bacteriòfags al

microscopi electrònic. Més tard es va poder comprovar l'efecte biològic d'aquests fags sobre

soques de Leuconostoc œnos utilitzades com a estàrters. El creixement d'aquests bacteris es

inhibit en presència de vi filtrat amb problemes de fermentació malolàctica (Sozzi et al.,

1982).

Per precisar l'existència i la importància dels bacteriòfags, Cazells i Gnaegi (1982)

van fer un seguiment de diferents cellers de Suïssa. Es van trobar bacteriòfags en 27 vins

obtinguts de 8 caves diferents, tots amb problemes de fermentació malolàctica. En tots els

casos al final de la fermentació es va trobar una flora bacteriana dominada pel gènere

Pediococcus. La desaparició progressiva de l'àcid màlic en aquests vins demostra que en

tots els casos la FML espontània havia començat normalment, però havia estat bloquejada o

molt ralentitzada degut a la presència dels bacteriòfags i, per tant, una quasi desaparició de

les soques de L. œnos.

Gnaegi et al. (1984) van demostrar la inhibició de la FML en els vins que han estat

simultàniament inoculats amb fags i amb una soca sensible de L. œnos. Aquests vins han de

ser reinoculáis amb barrejes de soques resistents al bacteriòfag.

Sozzi i Gnaegi (1984) van proposar una sèrie de mesures per reduir la probabilitat

d'infecció durant la fermentació malolàctica: (1) asegurar el creixement de L. œnos en el vi

mantenint l'alcohol, SO2, pH, i temperatura en condicions òptimes, (2) determinar la

presència de fags en el vi de manera rutinària, (3) no utilitzar constantment la mateixa soca

com a ferment malolàctic o be utilitzar una barrega de diferents soques.

Lee (1978), va induir la lisis d'un cert nombre de soques aïllades a partir de vins de

França, Alemanya, Australià i Suïssa utilitzant la mitomicina C com agent mutagen. Entre les

48 soques provades 11 van ser Usades, 8 d'aquests lisats contenien partícules fàgiques

observades al microscopi electrònic. Les soques en les quals es van poder induir els profags

eren de Lb. casei, Lb. hilgardii i L. œnos. Dues de les soques de L. œnos donaven un Usat

però no es va poder detectar la presència de partícules fàgiques.

A partir d'aquest moment altres equips van començar la recerca de fags. A Austràlia

es van aïllar bacteriòfags de L. œnos a partir de vins en curs de fermentació malolàctica.

Aquests fags no afecten el creixement de soques sensibles inoculados dins el vi (Davis et

al., 1985). A Sudàfrica Nel et al.,( 1987) van aïllar 20 bacteriòfags de L. œnos a partir de

vi. Algunes de les soques comercials de L. œnos eren sensibles a aquests fags. Heinick-

Kling et al. (1986) van verificar la inhibició de soques comercials de L. œnos inoculades en

un vi amb problemes de fermentació malolàctica del qual es van aïllar fags capaços de lisar

les soques de bacteris comercials inoculats.
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1.5 - OBJECTIUS DEL TREBALL

L'objectiu principal d'aquest treball és el d'estudiar els bacteriòfags de Leuconostoc

oenos i els efectes que aquests poden tenir en la fermentació malolàctica del vi. Aquest

objectiu es vol assolir mitjançant el coneixement del comportament dels fags respecte dels

bacteris que infecte.

L'estudi comença per l'inducció dels profags en bacteris aïllats dels vins per tal

d'obtenir partícules fàgiques infectives i determinar la freqüència en que la lisogènia es

presenta en les poblacions indígenes d'aquesta espècie. El segon pas serà la determinació de

les condicions òptimes de multiplicació per facilitar el treball de laboratori.

Aquests fags seran diferenciats entre ells utilitzant tècniques d'anàlisi del seu DNA,

el qual serà també utilitzat per la construcció de sondes que ens permetin la seva detecció

quan es troba en forma de profag.

La selecció de soques resistents és una de les finalitats del treball a fi de poder ser

utilitzades per l'inoculació sense el risc de que la població sigui Usada pels fags virulents.

L'inoculació del vi amb ferments malolàctics és la finalitat del programa ECLAIR en

el que es participa amb aquest treball per tal de determinar si poden haver efectes perjudicials

quan s'utilitzen soques lisogèniques com estarters. Aquest serà un altre dels objectius del

treball.

Per últim intentarem posar en evidència partícules fàgiques infectives dins dels vins

en curs de fermentació malolàctica per veure si aquesta presència està relacionada amb

l'aparició de dificultats perquè aquesta fermentació es produeixi.
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2.1 - SOQUES DE BACTERIS I BACTERIÒFAGS

2.1.1 - Bacteris làctics

La taula 2.1 mostra el conjunt de les principals soques utilitzades i llur origen.

La part més important d'aquest treball s'ha realitzat utilitzant les soques de

Leuconostoc œnos de la col·lecció de l'Instituí d'Œnologie de Bordeus (IŒB). Les soques

van ser aïllades durant les vinifícacions de 1989, directament de vins que estaven realitzant

la fermentació malolàctica i procedents de diferents zones vitícoles de Bordeus.

Aquestes soques, juntament amb altres, també de Leuconostoc œnos aïllades a

Espanya, Italia i Portugal, van formar part d'un programa de selecció realitzat als laboratoris

de la societat Christian Hansen's Laboratorium (Horsholm, Dinamarca) dins del marc d'un

programa ECLAIR (AGRE 0012) de la CEE. Els criteris de selecció en el marc d'aquest

programa van ser la tolerància a l'alcohol i a baixos valors de pH. En aquest programa foren

seleccionades set soques de les quals 5 van ser utilitzades en aquest treball anomenades LOD

(Leuconostoc oenos Dinamarca) per indicar que han seguit un procés de selecció, seguit

d'un numero d'ordre.

Les soques EFA 24 i Lo 28 foren donades directament per T.Sozzi a l'IOEB l'any

1989.

La nomenclatura de les altres soques de L. oenos ve donada, en primer lloc, per dues

lletres que indiquen el medi de cultiu en el qual ha estat aïllada la soca (D: Dubois; DV:

Dubois + vi; DA: Dubois +10% alcohol) seguit per un numero d'ordre.

Han estat igualment utilitzades altres espècies de bacteris làctics en una petita part

d'aquest treball. Les soques pertanyen a la col·lecció de l'IOEB que han estat aïllades de

vins de diferents regions i en diferents anys. Els dos primers digits indiquen l'any de

l'aïllament.

Les 270 soques utilitzades per la determinació dels percentatges de lisogènia en el

primer punt dels resultats (3.1.1) no estan relacionades perquè la major part d'entre elles

només es van utilitzar en aquest experiment.
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Taula 2.1: Relació de les principals soques de bacteris làctics utilitzats en aquest treball.

Espècie
Leuconostoc oenos

.

*

Leuconostoc mesenteroides

Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus brevis

Lactobacillus plantarían

Lactobacillus casei

Soca
D3.1

D31.2
D33.1
D7.1
DA19.4
DA3.2
DA30.3
DA39.3
DA43.5
DA44.7
DA7.7
DV13.6
DV29.2
DV35.5
DV36.6
DV37.8
DV40.4
DV40.6
DV42.3
DV44.4
DV44.9
DV47.10
DV49.9
LOD021
LOD004
LOD019
LOD023
LOD013
EFA 24
Lo 28
8607
8902
7701
7902
8510
9103
8511
8907
8512
8603
8904
9113
Vinoflora
8606
9104

•0

Procedència
Col·lecció IOEB Bordeus

(França)1

t
t
t
i
i
i
t
*•*•**
••t
•*•*

Portugal
Rioja (Espanya)

Itàlia
Portugal

Bordeus (França)
Sozzi(1889)

l t

Bordeus (França)
t i

t i

i t

i i

Cognac (França)
Bordeus (França)

Ch. Hansen's
Bordeus (França)

t t
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Taula 22: Relació de bacteriòfags de L. ceños obtinguts de la inducció amb mitomicina C

de les soques de la colecció IŒB i de l'aïllament directe en el vi. Els fags aïllats del vi

de les diferents experiències es descriuen en l'apartat dels resultats.

Nom Origen

d>DA27.4
<Ï>DA39.3
<I>DV13.4
4>DV29.2

$DV35.5
<Ï>DV36.6
<I>DV39.8
«&DV40.4

<Ï>DV40.8
«&DV41.1
<I>DV42.7
<Ï>DV43.1
<I>DV44.2
&DV44.4
OLOD004
C&LOD013

OLOD015

<I>LOD019
<Ï>LOD021

OF93

Inducció bacteris

Sozzi (1989), vi Bordeus

vi Bordeus

vi Bordeus
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2.1.2 - Bacteriòfags

Els bacteriòfags que s'han utilitzat en aquest treball tenen dos orígens diferents; per

una part s'han utilitzat els bacteriòfags obtinguts a partir de la inducció amb Mitomicina C de

les soques de la col·lecció IŒB, i per altra part d'aïllaments fets directament de vi en curs de

fermentació malolactica originaris de diferents Châteaux de la regió de Bordeus. En la taula

2.2 es relacionen els fags utilitzats.

La nomenclatura dels fags ve donada pel nom del bacteri del qual ha estat induït

precedida de la lletra <ï>(fi). Per als fags aïllats directament del vi la nomenclatura consta

d'una lletra que determina el seu origen i d'un número d'ordre precedits igualment per la

lletra <ï>.

Com es pot observar, en aquesta relació de fags n'hi ha alguns que s'obtenen de

soques de bacteris que no han estat relacionats a la taula 2.1 perquè aquestes soques no han

estat utilitzades habitualment en aquest treball i només ho foren per induir els fags

esmentats.

2.2 - CULTIU I CONSERVACIÓ DELS BACTERIS

2.2.1 - Medis de cultiu
*

MRS

El medi de cultiu per als bacteris, utilitzat regularment en aquest treball, és MRS (de

Man et al., 1960) a pH 5, en el qual s'ha modificat la quantitat d'àcid DL-màlic. En el nostre

cas la concentració és sempre de 4 g/1 i el pH és ajustat amb NaOH ION (Taula 2.3).

MRS solid

El medi sòlid es prepara afegint 20 g/1 d'agar dins el medi abans de ser esterilitzat a

120 °C durant 15 minuts.

El medi de cultiu utilitzat per a la multiplicació dels fags és el mateix però

suplemental, després de l'esterilització, amb 25 mM de CaCl2 (esterilitzat mitjançant filtració
sobre membrana, Millipore HAWG, 0,45|om).

MRS-fcy?

(Adams, 1959) Es MRS amb una concentració de agar del 0,7% i a un pH igualment

de 5.
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Taula 2.3: Composició del medi MRS a pH 5 ajustat amb NaOH ION.

Bactopeptona (o bé Triptona) (DIFCO) 10

Extracte de carn (DIFCO) 8

Extracte de llevat (DIFCO) 4

K2HPO4 2

Citrat trisòdic 2

Acetat sòdic 5

MnSO4. H2O 0,05

MgSO4.7H2O 0,2

Tween 80 . Ind

Glucosa 20

Àcid DL Malic _ 4 _

_ aigua destilada fins a 1 litre pH 5 _

Dubois + vi

Aquest medi de cultiu s'ha utilitzat exclusivament com a medi d'adaptació per als

bacteris que cal sembrar posteriorment en el vi. El resembratge dels bacteris en aquest medi

abans de ser inoculats dins el vi afavoreix la seva supervivència. La composició del medi és

de 50% Dubois i 50% de vi.

La composició del medi Dubois es descriu a la taula 2.4.

Taula 2.4: Composició del medi Dubois a pH 4,5 ajustat amb NaOH ION

_ Concédele cu g/1
Extracte de llevat (DIFCO) 5

Neopeptona (DIFCO) 5

AcidDL·màlic 10

Tween 80 1 ml

MgSO4.7H2O 0,05

MnSO4 . H2O 0,02

Suc de tomàquet centrifugal a 7000 xg i 250 ml

jlurant 10 min

__ _ aigua destilada fins 1 litre pH 4,5
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2.2.2 - Condicions de cultiu per als bacteris

En medi sòlid

La sembra es fa a la superfície de la placa mitjançant perles de vidre de 5 mm de

diàmetre, prèviament esterilitzades les quals reparteixen lïnòcul de forma homogènia. En els

casos en que la recuperació de colònies no es fa necessària l'inocul s'inclou dins del medi,

quedant les colònies a l'interior. La incubació es fa a 25 °C i en condicions d'anaerobiosi

(10% CO2 + 90% N2). Es podria incubar en condicions d'aerobiosi donat que els bacteris

làctics són anaeròbies facultatius i per tant el seu creixement no està inhibit per l'O2 però en

aquest treball s'ha pogut comprovar que és molt més ràpid en atmosfera de CO2.

En medi líquid

La sembra es realitza a partir d'un precultiu en fase exponencial de creixement

inoculat a 1 % en tubs de 10 ml de medi i incubat a 25 °C en condicions d'anaerobiosi

parcial.

2.2.3 - Conservació de les soques

Quan les soques es guarden per un període inferior a un més, es conserven en medi

liquid a 4 °C. La conservació a llarg termini de les soques (colecció utilitzada en aquest

treball) es fa a una temperatura de -80 °C. Per això s'agafa el cultiu en fase exponencial i se

li afegeix glicerol en una quantitat que representi 1/3 del volum final.

2.3 - INDUCCIÓ, CULTIU, PURIFICACIÓ I CONSERVACIÓ DELS

BACTERIOFAGS

2.3.1 - Inducció dels bacteriòfags amb mitomicina C

Una gran part dels fags utilitzats en aquest treball són atenuats i per tant és necessàia

la seva inducció perquè puguin actuar com a partícules infectives. Durant tot aquest treball

l'agent inductiu utilitzat és l'antibiòtic Mitomicina C (MC) (Bœhringer Mannheim).
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Dos tubs contenint 10 ml de medi de cultiu són inoculats amb 0.1 ml d'un precultiu

en fase exponencial de creixement. S'incuben a 25 °C fins que l'Abseoo sigui de 0.2 a 0.3.

Aleshores s'afegeix la MC a un dels tubs en una concentració final de l|ig/ml, l'altre tub

serveix de control. Els tubs s'incuben a 25 °C durant 48h temps durant el qual es prenen 5

mesures de Absorbància. La inducció es posa en evidència quan la corba de creixement del

cultiu amb MC experimenta una dràstica baixada en comparació al tub control. Aquesta

baixada d'absorbància es pot veure quan han passat al voltant de 30 h d'incubació. El cultiu

de bacteris en el qual hi ha hagut la baixada de l'Absooo degut a l'acció dels fags es coneix

com a lisat.

La verificació de la presència de fags en els tubs on s'ha obtingut un Usat a partir de

la inducció amb la MC es fa absolutament necessària. La MC pot actuar com a inhibidor del

creixement i per tant la baixada en la corba de creixement pot ser que no sigui deguda a la

inducció dels fags.

Els Usats són primerament centrifugats durant 10 min a 12000 xg i després filtrats a
través d'un filtre de 0,45 [im (Millipore HAWG) per eliminar els bacteris que puguin

quedar. Després són guardats a 4°C.

2.3.2 - Sensibilitat dels bacteris a diferents concentracions de

mitomicina C
*

La mitomicina C es afegida a cultius de bacteris en fase exponencial de creixement

(Abs 600 entre 0,1 - 0,3) com s'explica en l'apartat anterior, guardant al mateix temps un
tub control. Les concentracions de mitomicina utilitzades estan entre 0,05 - 5 [ig/ml. El

creixement del cultiu és seguit mesurant l'Abs. durant 48 hores.

2.3.3 - Verificació de la presència de bacteriòfags en un lisat

La verificació de la presència de fags en un lisat es pot fer bàsicament de dues

maneres. Es poden utilitzar mètodes físics com l'observació en el microscopi electrònic, o

bé biològics amb els quals es podren constatar els efectes de la seva presència; en aquest

darrer cas cal un bacteri sensible al bacteriòfag, factor moltes vegades limitant.
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aï} Observació al microscopi electrònic de transmissió

Aquesta tècnica s'ha pogut utilitzar gracies al servei de microscopía electrònica de la

Universitat de Bordeus I, segons un mètode específic per als fags donat per E. Arendt

(comunicació personal)

La suspensió de fags utilitzada ha estat prèviament purificada i dialitzada. La

concentració esta entre 109-1010 UFP/ml.
La adsorció de les partícules fàgiques es realitza sobre una pel·lícula de carbó.

Aquesta película s'obté polvoritzant grafit sobre un suport de mica dins una cambra de buit.

Els petits fragments de mica recoberts de carbó (2mm de costat) es col·loquen dins 100|j.l de

la suspensió de fags durant uns 5 minuts. Quan la pel·lícula de carbó s'ha desenganxat del

suport de mica, és delicadament recuperada amb una nansa de sembra i rentada durant 5

segons en aigua bidestilada estèril. Procedint de la mateixa manera, les laminetes s'inclouen

dins 100 \ú d'una solució d'acetat d'uranil al 2% (pes/volum) durant 5 minuts, el qual

donarà una coloració negativa. Finalment es renten una altra vegada en aigua bidestil.lada

estèril per ser després recuperades sobre una reixeta de coure de 400 square mesh i 3,05 mm

de diàmetre, la qual és assecada sobre paper de filtre. Aquestes preparacions poden ser

conservades durant 3 setmanes abans de ser observades al microscopi.

El microscopi utilitzat ha estat un Joel 1200 de 120 kV (Servei de microscopía

electrònica, Universitat de Bordeus I, França.)

b) Test de la gota

En una placa de Petri es posen 10 ml de MRS al 10% d'agar. Es deixa a 37°C durant

al menys dues hores. Per altra banda 0,5 ml d'un cultiu de bacteris (soca sensible) al final de

fase exponencial de creixement (3 dies) és inoculat sobre 3,5 ml de MRS-íop prèviament fos
i mantingut a una temperatura de 47°C al bany marià, addicionat de CaCl2 en una

concentració final de 25mM. Barrejat bé, agafa un alíquota de 2 ml i es posa sobre les

plaques de Petri que s'havien guardat a 37 °C, després es deixa solidificar en una superfície

perfectament horitzontal, es deixen a temperatura ambient duran 6-7 hores i després ja es pot
afegir el lisat

En cada placa es poden provar 8 Usats diferents dels quals se n'afegixen 2 jal de cada

un sobre la placa, s'espera que la gota estigui completament absorbida dins el medi i després

ho es posen a incubar durant 2-3 dies a 25 °C en anaerobios!. La presencia de bacteriòfags

es caracteritza per l'aparició de zones clares (regions de lisi o clapes de Usi) en contrast a les

zones opaques ocupades pel creixement bacterià.
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Aquest és un mètode qualitatiu, pel qual es pot saber només si hi ha presència o no

de fags en un lisat però no la quantitat. El mètode es limitant també perquè no detecta

quantitats més petites de 103 UFP/ml.

c) Comptatge pel mètode de la doble capa (adaptat del mètode d'Adams. 1959^

En aquest cas el mètode és quantitatiu i ens permet determinar el nombre de

partícules fàgiques per ml. La preparació de les plaques és igual que en el cas anterior.

Mentre incubem les plaques de Pétri a 37°C es preparen les dilucions necessàries depenent

de la concentració del lisat intentant que no hi hagin més de 100 plaques de lisi per cada

placa de Petri.

A 0,6 ml d'un cultiu d'una soca sensible en fase exponencial de creixement se li

afegeixen 0,4 ml de la dilució del lisat i es barreja bé. Es deixa incubar a 25 eC durant 15

minuts perquè és produeixi l'adsorció.

Després d'haver fos l'MRS-íop es manté a 47 °C dins el bany marià, després

s'agafen 3,5 ml d'aquest medi i el es barrejen amb 0,5 ml del medi amb els bacteris i els

fags, finalment s'afegeix CaCl2 en una concentració final de 25 mM i seguidament es pren

una aliquota de 2 ml i la es posen en forma de doble capa sobre la placa de Petri. Es deixa

solidificar sobre una superfície plana i després es posarà a incubar en anaerobios! a 25 SC

durant 2-3 dies.

El nombre de plaques que es pot comptar, multiplicat per les dilucions efectuades,

dona la quantitat de partícules fàgiques presents en 0,1 ml de la mostra provada.

2.3.4 - Selecció d'una soca indicadora.

La selecció s'ha fet entre les soques de la col·lecció de l'KEB. Els fags utilitzats per

provar la sensibilitat han estat induts amb mitomicina C, a partir de bacteris lisogènics

(mètode descrit en el punt 2.3.1), i són per tant, fags atenuáis. S'ha utilitzat el test de la gota

(descrit en el punt 2.3.3 b) per determinar la sensibilitat de les soques provades als diferents

fags.
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2.3.5 - Multiplicació dels bacteriòfags

Els bacteriòfags, per la seva condició de paràsits obligats, es multipliquen utilitzant

els mecanismes genètics d'un bacteri hoste. Es per això que en la multiplicació cal tenir en

compte la fisiologia de dos microorganismes diferents.
A un cultiu de 10 ml de bacteris sensibles al fag, en fase exponencial de creixement

(24 h d'incubació), se li afegeix 1 ml de lisat el qual és poc concentrat en bacteriòfags en les

primeres multiplicacions. El medi es suplementa de CaCl2 en una concentració final de 25

mM i es posa a incubar a 25 °C i en anaerobios! parcial durant dos dies. El lisat es reconeix

per una baixada de la terbolesa del medi en comparació a un tub control en el qual no s'hi ha

afegit el lisat

El lisat obtingut és centrifugat a 12000 xg durant 10 min per eliminar els bacteris que

han sobreviscut a l'infecció; després aquest lisat serà utilitzat per la següent infecció fins a
obtenir lisats d'una forta titulació els quals es van centrifugar i en aquest cas es van filtrar
sobre membrana de 0,45 |im. Aquests lisats són els que es van guardar per utilitzar en altres

esperiments.

Per verificar la presència de fags en el lisat es pot fer el test de la gota o bé un

comptatge mitjançant el mètode de la doble capa.

2.3.6 - Concentració i purificació dels bacteriòfags (protocol derivat
de la tècnica desctrita per Sambrook et al., 1989)

L'obtenció de partícules fàgiques purificades després de la seva multiplicació sobre

el bacteri hoste passa per diferents etapes:

a.- Centrifugado

b.- Filtració
c.- Precipitació
d.- Ultracentrifugació

amb la metodologia següent:

a.- El lisat obtingut després de la multiplicació (107 -108 UFP/ml) dins un volum de

10 ml de MRS, és centrifugat durant 10 minuts a 7000 xg per tal d'eliminar la majoria dels

bacteris i evitar la colmatació ràpida de la membrana, utilitzada per la filtració.
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b.- Aquest medi centrifugal és després filtrat sobre una membrana de 0,45 [im

(Millipore HAWG) per eliminar la totalitat de les bactèries. Les partícules fàgiques que es

troben en suspensió es precipiten seguint el protocol següent (Yamamoto et al., 1970):

A 100 ml de lisat se li afegeix la DNAsa pancreática a una concentració final d'l
[ig/ml i es deixa incubar durant 15 minuts a temperatura ambient. Després s'afegeix NaCl

fins a una concentració final d'l M.

c.- La precipitació es fa amb polietilenglicol (PEG 6000). S'afegeix el PEG sòlid al

lisat en una concentració del 8% pes/volum en presència de NaCl IM (Yamamoto et a/.,

1970). Es dissol, mitjançant agitació lenta amb un agitador magnètic, a temperatura ambient.

Posteriorment es posen els flascons dins de gel durant 1 hora o bé es poden deixar tota la nit

a 4°C per permetre als bacteriòfags formar un precipitat Es centrifuga a 17000 xg durant 30

minuts a 4°C. Eliminem el sobrenadan! i es deixen escórrer els flascons durant 5 minuts per

eliminar les restes de sobrenadan!; si queden algunes gotes s'eliminen amb la pipeta.

El sediment es resuspèn en 0,3 ml del tampó TM anant en compte de recuperar tot el

precipitat que hagi pogut quedar adherit a les parets del flascó.

Composició del tampó TM (Maniatís, 1982):

TrisHCl pH=7,4 50 mM

MgSO4 10 mM

H2<3 destilada qsp 11
«.

(esterilitzar a l'autoclau)

Per eliminar el PEG s'afegeix cloroform en un volum igual al de la suspensió de

bacteriòfags, es barreja i es separa la fase orgànica de l'aquosa centrifugant a 12000 xg

durant 10 minuts, després es recuperen la Jase aquosa contenint els bacteriòfags.

d.-Una vegada els fags han estat concentrats es purifiquen mitjançant

ultracentrifugació en un gradient per superposició de capes de diferents concentracions de

clorur de cesi durant 20 hores a 50000 xg i a 14°C (KONTRON, model Centrikon T-2000.

Rotor: KONTRON TFT 7513)

La formació del gradient és esquematitzat en la figura 2.1.Els bacteriòfags es

concentren en una banda la qual, vista a contrallum té un aspecte blavós. L'extracció es fa

per punció del tub de centrífuga amb una xeringa, recuperant un volum de 1-2 ml.

Per eliminar el CsCl la suspensió de fags es dialitzada en 1 litre de tampó TM durant

2 hores dues vegades a temperatura ambient i després es poden guardar els bacteriòfags a

4°C.

44

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI DE LISOGÈNIA DE LEUCONOSTOC OENOS I INCIDÈNCIA DELS BACTERIÒFAGS SOBRE LA FERMENTACIÓ MALOLÀCTICA DEL VI 
Montserrat Poblet Icart 
DL:T-1578-2009 / ISBN: 978-84-692-4539-2



Materials i mètodes

Durant tot el procés de purificació es necessària la presència de Mg++ per impedir la

desintegració de les partícules fàgiques.

La purificació en gradient de clorur de cesi no s'ha fet correntment ja que la

purificació és suficientment bona a partir de la precipitació amb PEG; no obstant en el cas de

la purificació per a l'observació al microscopi electrònic va ser necessària la

ultracentrifugació per evitar completament la presència del PEG, el qual dificultaria

l'observació microscòpica.

2 ml

2 ml

3 ml

2 ml

2 ml *

\ \ x \ \ \ x s• t f t t t t t t\ \ s \ \ s \ \

Fags en el tampó TM

Sacarosa 20%

1.3 g/ml CsCI

.,4 g/ml CsCI

1.5 g/ml CsCI

Figura 2.1: Distribució de les concentracions de CsCI en el gradient format per a la

ultracentrifugació dels bacteriòfags.

2.3.7 - Test d'adsorció dels bacteriòfags

A 0,1 ml d'un cultiu de bacteris en fase exponencial de creixement (24 hores) se li

afegeix 0,1 ml d'una suspensió de bacteriòfags i 2 \il d'una solució IM de CaCl2. S'agita

lleugerament, es deixa incubar a 25°C durant 15 minuts i després es dilueix amb 0,98 ml de

MRS. Després de centrifugar a 12000 xg durant 10 minuts, el sobrenadant és recuperat per

fer el recompte de fags pel mètode de la doble capa (descrit en el punt 2.3.3 c).
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L'adsorció s'expressa com una baixada de la titulació de fags en comparació amb

una mostra control en la que només s'ha afegit la suspensió de bacteriòfags. Aquest test és

una modificació del test publicat per Reyrolle et al. (1982).

2.3.8 • Determinació de la inducció espontània de fags en els bacteris

lisogènics

10 ml d'un cultiu de bacteris lisogènics de 24 hores són centrifugáis durant 10

minuts a 12000 xg i el sobrenadant filtrat sobre una membrana de 0,45 (¿m. Després d'haver

fet les dilucions pertinents es fa un comptatge de fags pel mètode de la doble capa.

2.3.9 - Determinació de la presència de bacteriòfags en en el vi

Mostres de vi obtingudes durant la fermentació malolàctica han estat analitzades per

tal de determinar la presència de fags. Aquestes mostres poden ser guardades a 4°C abans de

ser analitzades.

10 ml de vi són centrifugals durant 10 minuts a 12000 xg i posteriorment filtrats

sobre una membrana de 0,45 fxm. Després es procedeix al comptatge de bacteriòfags pel

mètode de la doble capa. En aquest cas no es fa necessari fer dilucions decimals de la mostra

ja que el nombre de fags que es poden trobar en el vi no és gaire elevat.

Les soques indicadores utilitzades són tres, a fi d'assegurar la detecció de la majoria

dels fags presents.

2.3.10 - Conservació dels bacteriòfags

Els bacteriòfags es poden conservar de dues maneres: 1) en forma de profag o bé 2)

en forma de partícula vírica.

1) Quan es conserva en forma de profag vol dir que el seu DNA es troba inclòs en el

d'un bacteri per tant el que fem es conservar el bacteri com ja hem explicat anteriorment. En

el moment que cal que el fag sigui infectiu s'indueix amb la Mitomicina C (o bé amb radiació
UV).
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2) Si es vol guardar les particules fàgiques es fa guardant el Usat ( suspensió de

bacteriòfags dins del medi de cultiu obtinguda després de la lisi bacteriana) a 4 °C; en aquest

cas no ho podem guardar períodes de temps superiors a un mes degut al risc de

contaminació dels tubs donat que els lisais estan en medi de cultiu. En el cas què hi hagi una

gran proliferació de bacteris en un Usat això pot provocar una variació en la titulació de fags

degut a la seva adsorció a la superfície cel·lular.

Per guardar una col·lecció de bacteriòfags en petits volums es recupera una placa de

lisi de cada un dels bacteriòfags que es volen guardar amb la nansa de sembra i s'inocula a 1

ml del tampó TM (descrit a l'apartat 2.3.5), es barreja bé, es centrifuga i es filtra sobre una

membrana de 0,45 |im per eliminar tots els bacteris i després es guarden a 4°C.

Existeixen altres tampons per la conservació de bacteriòfags, però el què és

important es la presència de Mg2* el qual és necessari per l'estabilitat de les càpsides. En

conseqüència també qualsevol tampó que es composi de EDTA serà desaconsellat per la

seva capacitat d'agent quelant. En els casos en què els fags es recuperin per a una posterior

extracció del DNA el tampó utilitzat haurà de tenir l'efecte contrari i per tant contindrà EDTA

i el Mg2+ no hi serà present.

Una altra manera de guardar la col·lecció de fags en petits volums és per congelació a

-20 fiC. Per això barrejem el Usat amb glicerol en una proporció de 2/1. En aquest cas podem

utilitzar directament el usat sense necessitat de redissoldre els fags en un tampó.

2.4 - MÈTODES ANALÍTICS

2.4.1 -Àcid màlic:

La quantificació de l'àcid màlic s'ha fet per un mètode enzimatic (utilitzant el kit

Boehringer Manheim) en el qual aquest és oxidat mitjançant la malat-DH formant NADH. El

nombre de molècules de coenzim reduïdes, mesurades a 340 nm es igual al nombre de

molècules de malat transformat.

2.5 - TÈCNIQUES D'ESTUDI DELS DNA DE BACTERIS I
BACTERIÒFAGS

2.5.1 - Solucions utilitzades
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En totes les solucions descrites a continuació s'ha utilitzat aigua destil·lada Milli Q

per evitar la presència de sals (Maniatis, 1982).

Tris HC1
Tris-(hydroxymetil) aminometà IM

ajustar a pH 7,5 amb HC135%

Tris-glucosa
TrisHCl pH7,5

Glucosa

Tris-sacarosa
TrisHCl pH7,5

Sacarosa

TE
TrisHCl

EDTA pH 8

TES
TrisHCl pH7,5

EDTA

NaCl

TEB

Trisborat 0,089 .M
Àcid bòric 0,089 M
EDTA 0,002 M

50 mM

50 mM

50 mM

50 mM

10 mM

ImM

100 mM

50 mM

800 mM

* solució concentrada (5x) per litre:

Tris base 54 g

Àcid bòric 27,5 g
EDTA 0,5 M pH8 20 ml

20x SSC (Saline Sodium Citrat)
NaCl 175,3 g

Citrat trisòdic 88,2 g

qsp 1 litre
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Totes les solucions anteriors són esterilitzades a l'autoclau durant 15 minuts

abans de ser utilitzades a fi d'eliminar les possibles DNAses que poden

contaminar l'aigua utilitzada en la seva preparació.

TE-fenol
A 250 ml de fenol se li afegeix 8-hidroxiquinoleina fins a una concentració

final de 0,1%. Aquest compost de color groc és un antioxidant, inhibidor de la

RNAsa i un quelant de ions metàlics. El seu color groc ens permet també

d'identificar la fase orgànica de l'aquosa en les extraccions de DNA. La solució

està saturada amb TE i es guarda a 4°C

TE-RNAsa
La solució es troba a una concentració de 10 mg/ml de RNAsa dissolts en 10

mM Tris HC1 (pH 7,5) + 15 mM NaCl.

TCA
Solució 100% pes/volum de TCA

TCA 500 g

H2O 227 ml

2.5.2 - Extracció del DNA de Leuconostoc œnos (protocol derivat de

la tècnica de Gasson-Davies, 1980)

La paret formada per mucopolisacàrids dels bacteris gram (+) fa difícil l'extracció del

DNA. Aquesta ha d'estar perfectament degradada per assegurar una lisi completa de les

cèl·lules. Si no són suficientment hidrolitzades els polisacàrids precipiten amb l'alcohol al

mateix temps que el DNA i això pot donar problemes quan es fa la digestió amb

endonucleases de restricció.

Protocol utilitzat per minipreparacions de DNA. es a dir, a partir de 10 ml de cultiu

bacterià en fase exponencial de creixement. Abs.gg de 0.9:

- Centrifugar durant 10 minuts a 12000 xg.

- Rentar el sediment dues vegades amb 10 ml de Tris-sacarosa

- Resuspendre el sediment en 0,9 ml de Tris-sacarosa.
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- Afegir 0,1 ml d'una solució de lisozima de 20 -40 mg/ml en Tris-sacarosa (2-4 mg/ml

final).

- Incubar a 37°C durant 30 - 45 minuts agitant de quan en quan.

- Centrifugar durant 5 minuts a 12000 xg per l'obtenció dels protoplasts.

- Eliminar el sobrenadan! i redissoldre el sediment en:

600|¿1 de sacarosa 25%

70 ni TES

2nlEDTAO,5M

100 l·il de SDS 20%

Aquesta solució és utilitzada per trencar els protoplasts. Al mateix temps l'EDTA protegirà el

DNA de l'acció de les nucleases.

- Incubar 30 minuts a 37°C.

- Afegir NaCl en una concentració final de IM (1/4 del volum de la mostra) per precipitar els

trossos de membrana i altres components cel.lulars.

- Remenar lleugerament i deixar-ho 1-2 hores dins de gel.

- Centrifugar durant 15 minuts a 12000 xg i després recuperar el sobrenadan!.

- Extracció amb TE-fenol / cloroform / alcohol isoamílic (25:24:1) v/v per eliminar les

proteïnes. Es barreja be i després es centrífuga durant 5 minuts per recuperar la fase

aquosa.

- Extracció amb cloroform / alcohol isoamflic (24:1) v/v. Es barreja be i es centrifuga durant

5 minuts a 12000 Kg per rçcuperar la fase aquosa.

- Precipitar el DNA amb isopropanol (0,6% del volum final) i incubar 10 minuts a

temperatura ambient Centrifugar 20 minuts a 12000 xg.

- Rentar amb 0,1 ml d'alcohol de 70% i centrifugar durant 5 minuts.

- Eliminar el sobrenadant i assecar el sediment per eliminar tot l'alcohol.
- Redisoldre en 10 (il d'aigua Milli-Q estèril i afegir la RNAsa en una concentració final de

lUg/ml.

- Deixar redissoldre el DNA durant algunes hores a 4°C i després guardar a -20°C.

Quan l'extracció es realitza a partir de 100 ml de cultiu, els volums dels reactius es

multipliquen per 10. Aquest protocol es utilitzat per tal d'obtenir una quantitat important de

DNA, suficientment purificat, per permetre l'acció de les endonucleases de restricció.

2.5.3 - Extracció del DNA dels bacteriòfags de Leuconostoc ceños

(Adaptació del mètode descrit per Anderson i McKay, 1983)
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Un cop els fags han estat purificáis i dialitzada la preparació, es disposa de 1 mi de

suspensió a partir de la qual es pot extreure el DNA.

- Afegir EDTA pH 8 en una concentració final de 20 mM i NaCl en una concentració final de

0,5 M.

- Fer una extracció amb TE-fenol/cloroform/alcohol isoamüic (25:24:1) v/v.

- Centrifugar 10 minuts a 12000 xg i recuperar la fase aquosa (fase superior).

- Precipitar el DNA amb 2 volums d'etanol absolut + 1/20 de acetat de Na 3M, i centrifugar

5 minuts a 12000 xg.

- Eliminar l'alcohol i evaporar sota la campana de buit durant 15 minuts.
- Resuspendre el DNA dins 10 ui d'aigua Milli-Q estèril i afegir la RNAsa en una quantitat

final de 1 |J.g/|J.l.

2.5.4 - Digestió del DNA per endonucleases de restricció.

Els enzims de restricció són comercialitzats a concentracions de x unitats/ul essent

una unitat la quantitat d'enzim necessària per hidrolitzar totalment 1 u,g de DNA del

bacteriòfag A, en una hora.

Tenint en compte que l'enzim està diluït en glicerol i que el volum de glicerol no pot
sobrepassar el 5% dins el medi de digestió. Per digerir 1 p.g de DNA en un volum final de

20 \il procedim de la manera següent:

7 \ú aigua Milli-Q estèril

10 |nl DNA a una concentració de 100 ng/^ü

2 p.1 de tampó (10% del volum final). La seva composició depèn de l'enzim de

restricció que s'utilitzi.
1 1̂ d'enzim de restricció.

Incubem a 37°C durant al menys 5 hores per a el DNA dels bacteriòfags i durant tota

una nit per a el DNA cromosomic.

El DNA es pot guardar a -20°C.

2.5.5 - Electroforesi del DNA en gel d'agarosa (Maniatis, 1982)
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L'anàlisi dels fragments de restricció i dels extrets de DNA cromòsomic i fàgic ha

estat realitzat prèvia migració de la mostra sobre gel d'agarosa.

Preparació del gel

L'agar es prepara al 0,8% amb TEB. 50 ml per als mini-gels i 250 ml pels grans

gels. Quan l'agar esta dissolt i refredat fins a 50°C s'afegeix 1 |nl de bromur d'etidi d'una

solució de 10 mg/ml en 50 ml d'agarosa per obtenir una concentració final de 0,2 [ig/ml, es

col·loca en el motlle, es deixa solidificar i després s'immergeix en la cubeta horitzontal

d'electroforesi. El tampó utilitzat en l'electroforesi és igualment el TEB a una concentració

de Ix. El DNA migra dins un camp elèctric continu generat per una diferència de potencial

entre les extremitats del gel de 5 V/cm (100 V en 20 cm)
El volum de la mostra està entre 10-20 ¿ü. als quals afegim 1 \ü de tampó de càrrega

(40% sacarosa + 0,25% de blau de bromofenol). Després de la migració, el DNA és

visualitzat per fluorescencia del bromur d'etidi intercalat entre les bases, amb llum

ultravioleta a 254 nm en un transiüuminador.
El marcador utilitzat en cada electroforesi es el DNA del fag X digerit per l'enzim de

restricció Hind lu. El marcador ens serveix per la quantificació del DNA i per determinar la
talla dels diferents fragments. El DNA de X. comprèn set fragments: 23130 pb, 9416 pb,

6557 pb, 4361 pb, 2322 pb, 564 pb.

2.5.6 • Fixació del DNA sobre un suport sòlid.

La hibridació d'un DNA amb una sonda, tant freda com radioactiva, amb finalitat

analítica, requereix que aquest sigui transferit sobre un suport sòlid que pot ser, com en el

nostre cas, una membrana de niló.

a) Transferència i fixació a partir d'un gel d'agarosa ( mètode derivat de Southern.

12251

Després de l'electroforesi, el gel és tractat amb 240 mM HC1 durant 15 minuts per

crear trencaments en el DNA i facilitar la transferència a la membrana. Després és rentat dues

vegades durant 15 minuts cada una amb una solució desnaturalitzant (0,5 N NaOH, 1,5 M

NaCl). Seguidament el gel és rentat dues vegades 15 minuts en una solució neutralizant (1,5

M Tris-HCl pH 8, 1.5 M NaCl ). Cada un dels rentals es fa en 100 ml de solució per 100

cm2 de superfície de gel.

52

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI DE LISOGÈNIA DE LEUCONOSTOC OENOS I INCIDÈNCIA DELS BACTERIÒFAGS SOBRE LA FERMENTACIÓ MALOLÀCTICA DEL VI 
Montserrat Poblet Icart 
DL:T-1578-2009 / ISBN: 978-84-692-4539-2



Materials i mètodes

Després el gel es col.locat sobre paper Whatman 3MM del qual es deixen els seus

extrems immersos dins el tampó 10 x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M Na-citrat) per tal

d'assegurar el manteniment de la força de capil.laritat, recobert per una membrana de niló

carregada positivament (Hybond ™-N+, Amersham) de les mateixes dimensions que el gel

i sobre la qual hi posem tres capes de paper Whatman 3MM mullats dins el tampó 10 x SSC;

finalment es cobreix amb una gruixuda capa de paper absorbent, premsada per un pes d'l

kg com a minim.

La transferència s'efectua per capilaritat durant un temps de 20 hores en el cas del

DNA bacterià i fàgic. El DNA és seguidament fixat a la membrana incubant amb 2 ml de

0,4N NaOH, durant 20 minuts. La membrana no ha d'estar mai recoberta per la solució ja

que provocaria una barreja de les diferents bandes del DNA. El filtre és seguidament rentat

en una solució 5x SSC i seguidament es pot guardar a 4°C en uns sac de plàstic tancat

hermèticament abans de l'hibridació.

frï Fixació del DNA en solució (DOT BLOT]

Dos microlitres d'una solució de DNA a una concentració de 50 ng/jj.1 són

desnaturalitzats per ebullició durant 10 minuts i seguidament posats sobre una membrana de

niló (Hybond ™-N+, Arnersham) amb ajuda de la pipeta. La fixació es fa amb 0,4 N

NaOH durant 20 minuts.

c^ Fixació del DNA a partir de colònies

Amb aquesta tècnica podem fixar el DNA dels bacteris d'una colònia sobre una

membrana, permetent així diferenciar les colònies entre elles després de la hibridació. El

mètode deriva del que es va posar a punt per provar la presència de DNA clonat dins els

bacteris recombinants per Grunstein i Hogness (1975) sobre E. coli. En aquest cas la lisi

ceüular s'efectua fàcilment en un medi alcalí. Per els bacteris làctics el tractament no és

suficient i per tant es necessita una incubació prèvia amb lisozima diluïda en Tris-glucosa per

obtenir els protoplasts.

Es procedeix de la següent manera:

- Es sembra el cultiu bacterià en la superficie de MRS sòlid a una dilució suficient per

obtenir entre 50-150 colònies per placa i incubem a 25°C en anaerobiosi durant 5 dies.
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- La membrana de niló (HybondT^-N+, Amersham) de diàmetre igual al de la placa de

Petri, és col·locada delicadament sobre el medi contenint les colonies, les quals són

transferides per simple aplicació de la membrana durant alguns minuts, tenint compte de no

fer-la moure una vegada col·locada. Tres minuts després es retira verticalment, verificant

que les colònies s'hi han adherit.

A continuació la membrana serà tractada amb diverses solucions de manera que 0,45

ml de cada una d'elles seran posades sobre una pel.licula de plàstic; la membrana és

col·locada per damunt tenint en compte que les colònies quedin en la part superior i que el

líquid no la sobrepassi, la qual cosa podria provocar la barreja de les colònies.

- Posar el filtre sobre una solució de lisozima de 10 mg/ml diluïda en 50 mM tris-glucosa i

incubar a 37°C durant 45 minuts. La lisozima trenca la paret cel·lular i ens permet d'obtenir

els protoplasts.

- Rentar el filtre durant 7 minuts en una solució de 1,5 M NaCl + 0,5 M NaOH que permet

trencar els protoplasts.

- Rentar el filtre durant 3 minuts dues vegades amb 1,5 M NaCl + 0,5 M Tris + 0,001 M

EDTA. Aquesta solució permet d'incloure el DNA en un tampó i protegir-lo gràcies al

EDTA el qual impedeix l'acció de les nucleases i al mateix temps, prepara i neteja el DNA

per a la posterior hibridació.

- Neutralització de la membrana amb 5x S SC durant 1 minut.

- Fixació del DNA amb 0,4 N NaOH durant 20 minuts.

- Rentar el filtre en 25 ml'de 5 x SSC.

- El filtre pot ser hibridat seguidament o bé guardat a 4°C dins un sac de plàstic hermètic per

ser hibridat més tard.

L'eficàcia de la lisi no és sempre completa, per això és important d'utilitzar cultius no

massa vells de manera que la paret cel·lular no estigui massa reforçada. Les colònies

utilitzades durant el nostre treball s'incuben un màxim de 5 dies. Aquesta és la principal

dificultat trobada en l'aplicació del mètode.

2.5.7 - Marcatge del DNA i hibridació amb sondes radioactives

a) Preparació d'una sonda de DNA fàgic marcat amb 32P per, la tècnica de

e tall (Nick-translation).

Aquesta tècnica va ser descrita per Rigbi et al. (1977). Es basa en l'acció combinada

de dos enzims: la DNA pol I i la DNAsa I. Aquesta és una endonucleasa que en presència
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d'ions Mg++ talla independentment cada una de les cadenes de DNA (els llocs de tall són

distribuïts aleatòriament) lliberant extremitats 3'OH. A partir d'aquestes extremitats, la DNA

pol. I sintetitza una nova cadena nucleotidica gràcies a la seva activitat polimerasa

5'—>3' i al mateix temps degrada els nucleotids adjacents al tall per la seva activitat

exonucleasica 5*—>3'. Si la reacció s'efectua en presència de dNTP radioactiu marcat per

32p en a, la cadena sintetitzada estarà marcada radioactivamenL

- Posar en un tub ependorf els reactius de marcatge en l'ordre següent:

DNA fàgic en una quantitat entre 75ng-150ng

Nick-translation-Cocktail (NTCK)

1 Ml de DNA Polimerasa I a 10000 u/ml

1 \ú de [a-32P] dCTP a una concentració de 10 |iCi/nl (370 kBq/Ml)

Les quantitats de cada un dels reactius depenen del volum final de marcatge; quan

més gran sigui la quantitat de DNA que es vol marcar el volum final també ha de ser més

gran per obtenir un marcatge òptim. Les proporcions són les següents:

DNA fàgic

dCTP32P

NTCK

DNA Pol. I

Volum final

iMl ipl

IM! 2-3 MI
8 Ml 16 Ml
IM! 1^1

11 M! 20-21 Ml

1 V^
4-5 M!
24 Ml

IM!
30-31 Ml

Composició del NTCK:

0,5 mM dATP, dTTP, dGTP

500mMTrisHClpH8

50 mM MgCl2

100 mM mercaptoetanol

500 Mg/ml BSA (solució d'albúmina bovina al 10%)

20pg/mlDNAsaI

-Incubar a 16°C durant 2 hores, després es para la reacció amb la solució TE+SDS 0,2%

afegint el volum necessari per aribar a 300M1 de volum final.

- Guardar la sonda a -20°C en un contenidor de plom.

b) Càlcul de l'activitat específica de la sonda

El comptatge es fa sobre 3 Ml que coresponen a una centèssima part de la sonda.

Aquest volum és posat dues vegades sobre dos troços de paper Whatman i el DNA marcat
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es queda fixat sobre el paper. Una de les mostres (mostra 1) és rentada durant 5 minuts dues

vegades en 50 ml de TCA 5% el qual precipita els nucleotíds que no formen part de la sonda

(la mostra 2 no serà tractada amb TCA). Seguidament les dues mostres es renten amb

alcohol per eliminar les restes d'aigua i a continuació s'inclouen en el líquid d'escinü'üació.

El comptatge ens dóna els cpm d'una centèssima part de la mostra. Per fer el càlcul

dels cpm de tota la sonda utilitzem la formula següent:

Activitat específica (cpm/fig DNA) = cpm/ng DNA marcat x factor de dil.lució x

1000 ng/l·il

Rendiment d'incorporació = cpm de mostra 1 x 100 / cpm de mostra 2

Ens dóna el percentatge d'incorporació al DNA dels nucleòtids marcats

radioactivament.

Quan l'activitat específica es igual o més gran de 106 cpm/(ig DNA es considera que

el marcatge és bo i la sonda es utilitzable per a la hibridació. Si l'activitat específica és

elevada es pot permetre una incorporació més petita per obtenir el mateix resultat.

c") Condicions d'hibridació amb la sonda radioactiva

Una primera etapa és la prehibridació la qual permet de saturar els llocs no específics

del DNA. La membrana s'introdueix dins un sac de plàstic contenint 10 ml de la solució

d'hibridació IM NaCl, 1% SDS (p/v) i s'incuba durant 15 minuts a 65°C. L'hibridació

pròpiament dita s'efectua en el mateix tampó després d'haver afegit la sonda desnaturalitzada
per ebullició durant 10 minuts i addicionada de 100 (il de DNA d'esperma de salmó (9.8

mg/ml). L'activitat específica és de l'ordre de 107 cpm/|o.g de DNA. La hibridació dura al

voltant de 16 hores a 65°C sota agitació.

L'especificitat de les hibridacions és obtinguda per rentals successius de la

membrana cada vegada més selectius per la seva força iònica. La membrana es rentada

successivament per dos incubacions de 5 minuts a temperatura ambient en el tampó 2 x SSC

1% SDS i dos incubacions de 30 minuts a 65°C en el tampó 0,1 SSC + 1% SDS.

Els rentals poden ser més o menys astringenls, depenem de dos faclors, la

concentració de NaCl i la temperatura. L'astringencia és donar condicions desfavorables per

a la formació d'hibrids (la doble cadena), es a dir, desafaboreix la hibridació.

L'asrtingència en una hibridació s'aconsegueix disminuinl la quaniilal de sals i

augmenlanl la temperatura en els rentals. Contràriament les altes concentracions de sals

acceleren la velocitat de formació d'híbrids estabilitzant la duplex i comportant aparellaments
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erronis. Quan les concentracions de sal són febles (0,01 - 0,1 M) la Tm (temperatura mitjana

de fusió) varia de 16°C cada vegada que la concentració de sals canvia en un factor de 10.

Els ions divalents tenen un efecte més pronunciat encara sobre la Tm que els

monovalents.
La temperatura ideal d'hibridació DNA-DNA es: T> = Tm - 25° C

La membrana és seguidament posada en autoradiografia a -80°C utilitzant una

pel·lícula radiográfica (KODAK X-OMAT 5S) entre dues plaques amplificadores (Cronex

Lighting Plus, Du Pont de Nemours)

2.5.8 - Marcatge i hibridació, amb sondes no radioactives

La tècnica de marcatge i hibridació es fa utilitzant el kit de Boehringer Mannheim

"DNA labeling and detection nonradioactive" el quai es basa en la incorporació d'un anàleg

de nucleòtid per la tècnica d'encebat a l'atzar (random primed), marcat amb la digoxigenina

(digoxigenin-11-dUTP).

a~) Preparació de la sonda

Se segueixen els passos següents (s'han fet algunes modificacions respecte al

protocol aconsellat):

- La quantitat de DNA que es marca pot estar entre 3p.g-10 ng resuspesos en un volum

determinat Aquest ha de ser lineal i purificat.

- Desnaturalitzar el DNA durant 10 minuts.

- Afegir:

2^1 de barreja de hexanucleòtid ."

2 |il de dNTP

afegir aigua estèril fins a un volum de 19 |il

1 ni del fragment de Klenow de la polimerasa I

- Incubar a 37°C durant tota la nit perquè la pol. I incorpori els nucleòtids.
- Afegir 2 |il d'EDTA 0,2 M pH 8 per parar la reacció.

- Precipitar el DNA amb:
2,5|ilLiC14M

75 [Li etanol 70% (guardat a -20°C)

- Incubar els tubs a -20°C durant 2 hores o bé 30 minuts a -80 "C i centrifugar durant 10

minuts a 12000 \g.
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Materials i mètodes

- Eliminar el sobrenadan! i rentar el sediment amb 40 ml d'etanol de 70% fred (guardat a

-20°C) i centrifugar.

-Llançar el sobrenadan! i eixugar el DNA al buit o bé en un bany sec a 65°C.

- Resuspendre el sediment en 50 ml de TE.

- Incubar durant 30 minuts a 37°C.

- Guardar la sonda a -20°C.

fr) Condicions d'hibridació

- La membrana ha de ser prèviament prehibridada en el següent tampó:

SxSSC

0,1% N-lauroylsarcosina (Sigma)

0,02% SDS

1% Reactiu bloquejant

qsp 20 ml'amb la solució Tl (100 mM trisHCl + 150 mM NaCl, pH 7,5).

La solució es dissol a 65°C durant 15 minuts abans de la prehibridació.

El volum de solució utilitzat depèn de les dimensions de la membrana. Per a 10 cm2

utilitzem 50 ml de solució i per a 100 cm2,20 ml de solució.

- Es prehibrida durant 60 minuts a 65°C, després s'elimina la solució de prehibridació i

s'afegeix la solució d'hibridació en una quantitat d'l ml per 10 cm2 i de 2,5 ml per 100 cm2

Després s'afegeix la sonda prèviament desnaturalitzada. La quantitat de sonda utilitzada és

de 10 ng de DNA per ml de solució d'hibridació.

- La hibridació dura tota una nit a 65°C i es fa en un forn d'hibridació HYBAID.

c) Revelat de la membrana

- Després de la hibridació la sonda és recuperada i guardada a -20°C per ser reutilitzada

posteriorment fins un màxim de tres vegades. La membrana és primerament rentada en dues

solucions per tal d'eliminar l'excés de sonda que està adherida inespecíficament a la

superfície de la membrana i després es continuen els rentáis per a la revelació. Les quantitats

marcades a continuació són per a una membrana de 100 cm2.

g.l.- Rentats per eliminar la sonda:

- Rentar dues vegades durant 5 minuts a temperatura ambient en 100 ml de la solució 2x

SSC + 0,1% (w/v) SDS per tal d'eliminar la sonda que no està fortament adherida a la

membrana. Les condicions són lleugerament astringents.
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Materials i mètodes

- Rentar dues vegades durant 20 minuts a 65°C amb 0,lx SSC + 0,1% (w/v) SDS. Amb

aquest segon rentat aconsegueix eliminar la sonda adherida a llocs no específics de la

membrana i les condicions són més astringents.

Quan es vol augmentar l'astringència el que es fa és fer els dos rentats a 65°C amb

0,lx SSC.

C.2.- Rentats per al revelat:

- Rentar el filtre amb la solució Tl durant un minut

- Incubar en 100 ml d'una solució T2 ( reactiu bloquejant de 0,5 % en Tl pes/volum durant

30 minuts a temperatura ambient).

- Rentar amb el tampó Tl durant 1 minut..
- Incubar amb l'anticòs del kit (4 ̂ 1 en 20 ml de tampó Tl) durant 30 minuts a temperatura

ambient

- Rentar amb 50 ml de Tl dues vegades durant 15 minuts per eliminar tot l'anticòs que s'ha

adherit a la membrana inespecíficament. Si aquest rentat no es fa bé podem tenir una lleugera

coloració de fons en el filtre la qual podria impedir veure les senyals d'hibridació febles.

- Rentar amb 40 ml del tampó T3 (100 mM trisHCl, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl).

- Incubació amb 8 ml de la solució colorant (45 \ú NBT, 25 \il X-Fosfat, 10 ml T3).

- La reacció de coloració es produeix al resguard de la llum. El temps de revelació és

variable, pot anar de 15 minuts a 5-6 hores podent aribar a necessitar fins a 12 hores,

depenent del tipus de DNA que s'ha hibridat i de la quantitat d'homologia que presenta. Una

vegada fet el revelat dels filtres es poden treure del sac de plàstic i deixar-los eixugar a

temperatura ambient

2.5.9 - Altres metodologies .utilitzades

Per a l'obtenció d'una part dels resultats, ha calgut modificar alguns protocols

descrits prèviament. Aquestes metodologies modificades són descrites al mateix apartat de

resultats, dins de cada subapartat, per tal de facilitar la comprensió de les experiències

realitzades.
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Resultats i discussió: inducció dels bacteriòfags

3.1. - INDUCCIÓ DELS BACTERIÒFAGS EN LES SOQUES

LISOGÈNIOUES DE LEUCONOSTOC ŒNOS

L'existència de la lisogènia en soques de Leuconosîoc œnos aïllades dels vins de

Bordeus no havia estat verificada fins aquest moment, si bé aquest fenomen ha estat estudiat

prèviament en L. oenos de vins alemanys (Arendt et al, 1991). El fet que aquests bacteris

puguin actuar com a reserva de bacteriòfags i donar lloc, en determinades condicions, a

bacteriòfags virulents conduint a la desaparició de la població bacteriana, ha motivat el

desenvolupament d'aquest treball. L'existència de bacteriòfags en el vi durant la fermentació

malolàctica podria explicar, en alguns casos, la dificultat de què aquesta s'inicií o bé que és

pari una vegada començada. Per això es fa absolutament necessari l'estudi de la flora

indígena en quant a la seva capacitat d'induir els profags.

L'obtenció d'una col·lecció de bacteris aïllats directament del vi i provinents de

diferents punts de la regió bordelesa ens ha permès de fer primerament una selecció entre les

lisogèniques i les no lisogèniques la qual ens donarà a conèixer el percentatge d'aquest

fenomen en la natura.

3.1.1 - Inducció amb mkomicina C de les soques de col.Ieció

El DNA dels bacteriòfags es pot trobar en alguns casos integrat en el cromosoma

bacterià, formant una associació molt estable anomenat estat de lisogènia. Aquesta associació
pot durar tant de temps com el repressor del bacteriòfag impedeixi la transcripció dels gens

que controlen la lisi (Lee, 1978). No obstant, en presència d'agents inductius actius, el

repressor esdevé inactiu i els gens que controlen la multiplicació del fag es tornen actius, en

conseqüència el DNA viral és induit formant una partícula vírica causant la lisi i mort de la

cèüula (Muggins et al., 1977).
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Resultats i discussió: inducció dels bacteríòfags

L'agent inductiu utilitzat en aquest treball és la mitomicina C (MC). La elecció

d'aquest antibiòtic respecte d'altres agents inductius, com la radiació UV, ha estat deguda a

la seva facilitat de manipulació i d'optimització de les condicions de treball.

La MC és un dels pocs antibiòtics coneguts capaç de reaccionar de forma covalent

amb el DNA tant in vivo com in vitro (Tomasz et a/., 1974). La seva propietat d'agent

mutagen s'explica perquè és capaç d'intercalar-se dins el DNA. Aquesta integració es

produeix preferentment a nivell de la seqüència dinucleotídica G-T produint danys a la

molècula de desoxiguanosina (Ueda i Komano, 1984). Les mutacions produïdes en el DNA

a nivell del repressor (repressor de les funcions dels gens fagics que codifiquen per la seva

multiplicació) provoquen l'activitat dels gens viráis i la inducció del profag.

Les 280 soques de Leuconostoc œnos de la col·lecció IŒB van ser posades en cultiu

en dos tubs de 10 ml de MRS i incubades a 25°C. La mitomicina va ser afegida a un dels

tubs, en una concentració final de 1 |J.g/ml, després de 24 hores d'incubació. Totes les

soques es troben al començament de la fase exponencial de creixement, encara que la Absgoo

varia entre elles. El fet que es tractin un nombre elevat de soques al mateix temps, fa que la

fase de creixement no sigui exactament la mateixa en totes elles. Aquesta concentració de MC

(1 Hg/ml) fou escollida en base al que s'havia trobat en la bibliografia i fou considerada com

la mes adequada posteriorment, tal com s'exposa a l'apartat 3.1.3.

La Abseoo de les diferents soques es troba entre 0,1 i 0,4 en el moment d'afegir la

MC; després es continuen les mesures fins a 56 hores després de la sembra. La Figura 3.1

mostra algunes de les corbes obtingudes entre les diferents soques provades en les quals es

poden veure diferents comportaments.

D'entre les diferents respostes de totes les soques a la MC s'han pogut veure quatre

tipus de corbes diferents:

a- Les soques que presenten un creixement semblant en el tub control i en el tub amb

MC. La presència de MC inhibeix lleugerament el creixement però no l'impedeix. No

s'observa en cap cas una baixada dràstica de la població bacteriana. Les corbes que podem

obtenir estan representades per les soques: DV47.10, DV36.6, DA3.2.

b- Les soques que presenten una clara baixada de Abs eoo: aquesta és susceptible de

ser traduïda per la presència de fags. La disminució de la població bacteriana es dona al cap

de 36 h després d'haver afegit la MC. Aquest comportament és típic dels bacteris üsogènics i

el trobem representat en les soques DV42.3, DV13.6, DV44.4, DV40.4, DV49.9, DV35.5,

DA43.5.
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Resultats i discussió: inducció dels bacteriòfags

c- Les soques que presenten una inhibició del creixement ràpidament després d'afegir

la MC. Aquest comportament pot ser confós a vegades per una inducció de bacteriòfags

sense que sigui així veritablement. El que fa la MC en aquest cas és impedir la multiplicació

bacteriana.

Es difícil poder assegurar que la soca és lisogènica, en aquest treball el que s'ha fet és

considerar-la lisogènica quan en la fase final hi ha una petita baixada de la Abs.goo»com en el

cas de les soques DA 19.4, DV40.6 i DA30.3. Si el creixement és completament inhibit és

considera que no hi ha hagut inducció com en el cas de la soca DV37.8.

d- Les soques que són insensibles a la MC i el seu creixement no és inhibit, en tot

cas a una concentració de 1 |ig/ml de MC. Dos exemples d'aquest comportament són les

soques DA44.7 i D33.1.

La fase de creixement del bacteri és molt important en el moment d'afegir la MC. El

moment òptim d'actuació és al començament de la fase exponencial de creixement. Si el

cultiu ha crescut massa ens trobem amb resultats que donen falsos negatius.

Quan la MC s'afegeix a una Abseoo superior a 0,4, poques vegades s'obté una corba

típica d'inducció de fags. Si es repeteix l'experiment afegint la MC a una Absgoo de 0,2, el

resultat pot variar i haver-hi una inducció.

De les 280 soques provades en un primer tractament, 106 han donat un resultat

positiu a la MC. hi ha per tant un 45% de soques lisogèniques.

Els tubs que presenten inducció (Usats) són filtrats i guardats a 4°C per a una

posterior verificació, en medi sòlid, de la presència de fags.

3.1.2 - Verificació de l'inductibilitat de les soques

Les soques que presenten una baixada de la Abseoo després d'haver afegit la MC són

considerades, en una primera fase com a soques lisogèniques, i susceptibles de haver induït

el profag.

El paper de la MC és el de provocar danys en el DNA a nivell de repressor dels gens

del fag perquè aquest pugui ser induït, però una vegada s'ha desencadenat el procés de
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Figura 3.1 : Corbes de creixement obtingudes després d'haver afegit la mitomicina C a l ó

soques de L. oenos, comparades amb un cultiu control sense MC
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Figura 3.2 : Corbes de creixement obtingudes de quatre soques (DA19.4, DV35.5,

DV40.4, DV44.4) tractades amb MC, després que aquesta va ser eliminada del

medi de cultiu.
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multiplicació del fag s'ha de preservar de la presència de MC perquè aquesta no afecti el seu

DNA i és puguin formar les partícules fàgiques. A més, l'acció continuada de la MC sobre

els bacteris podria provocar una inhibició del creixement bacterià que podria ser confós amb

una inducció de bacteriòfags.

Per verificar que s'ha produït realment una inducció, quatre soques d'entre les que

s'havien considerat MC positives (inducció del profag), DA 19.4, DV 35.5, DV 40.4, DV

44.4, van ser provades una segona vegada amb MC a la mateixa concentració que la primera
vegada, 1 ng/ml. Els lisats obtinguts després de 8 hores d'incubació a 25 °C van ser

centrifugals 15 minuts a 12000 xg per tal d'eliminar la MC, la qual podria inhibir el

desenvolupament dels fags degut a la seva capacitat d'impedir la síntesi del DNA, els pellets

són rentals dues vegades amb 5 ml de solució salina i després inoculats a 10 ml de MRS. El

tub control segueix el mateix tractament. S'ncuba a 25°C durant 24 hores.

Podem veure (Figura 3.2) que l'efecte de la MC és diferent després d'un segon

tractament en el cas de la soca DA 19.4, on es pot veure que el creixement és exponencial

igual que pel cultiu sense MC. La disminució de cèl·lules respecte del control és deguda als

efectes mutàgens que ha pogut produir la MC a una part de la població bacteriana durant el

temps d'incubació. El comportament de soca lisogènica que havíem observat en una primera

fase, pot ser degut a la inhibició que produeix l'antibiòtic sobre el seu creixement i no la

inducció d'un profag. En el cas de la soca DV 40.4 el que observem és un creixement

ralentitzat amb una caiguda de la Abseoo al cap de 22 hores, comportament típic de les soques

lisogèniques. Per a les soques DV 35.5 i DV 44.4 el comportament és similar, hi ha una

forta baixada de la Abseoo després d'un creixement normal, efecte sens dubte de la inducció

del profag.

La utilització de la MC per provar la lisogènia d'un gran nombre de soques representa

un problema en qüestió de rapidesa del mètode. La repetició del test per les soques que no

presenten una corba típica d'inducció es fa absolutament necessària com veiem en els

exemples anteriors. No obstant és un mètode molt útil per la seva facilitat de manipulació en

la inducció dels fags quan es treballa amb un nombre limitat de soques.

3.1.3.-Influència de la concentració de mitomicina C sobre la inducció

de les soques

La inducció de les soques lisogèniques de la nostra colecció és va fer utilitzant una

concentració de MC de 1 ¡ig/ml, com s'ha especificat en l'apartat anterior, en base al que

s'havia trobat en la bibliografia sobre aquest tema i donant en el nostre cas bons resultats en
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Resultats i discussió: inducció dels bacteriòfags

la inducció. No obstant s'ha volgut comprovar si concentracions diferents de MC podien

donar un comportament similar per a la soca o bé si es modificaven els resultats obtinguts.

Dues soques lisogèniques, DV44.4 i DV35.5, han estat induïdes amb diferents

concentracions de MC: 0,1 Jig/ml, 0,5 |ig/ml, 1 |J.g/ml i 5 |ig/ml procedint de la mateixa

manera que en les experiències anteriors. Les dues soques han estat triades perquè el seu

comportament després del tractament amb la MC és el d'una soca lisogènica típica. Partint de

50 ml de cultiu de dues soques diferents, cada cultiu es reparteix en aliquotes de 10 ml, els

quals seran induïts amb diferents concentracions de MC.
Els resultats mostren que en les dues soques, a una concentració de 1 Jig/ml, es

produeix la lisi de la població després d'un temps de creixement exponencial, corba típica
d'una inducció de fags. A 5 Hg/ml es produeix una inhibició completa del creixement ja que

l'excés de MC produeix, sens dubte, nombrosos danys al material genètic de la totalitat de la

població bacteriana i es produeix ràpidament una lisi completa (Figura 3.3). Per les

concentracions febles de MC, 0,1 i 0,5 |ag/ml, el creixement de les cèüules no sembla gaire

afectat comparat al del cultiu control ja que es pot comprovar que hi ha creixement

exponencial de gran part de la població bacteriana. La lleugera disminució que s'observa

respecte del cultiu control és provocada pels efectes lleus de la MC com a agent mutagen.

Per confirmar aquests resultats, es va eliminar la MC del medi mitjançant

centrifugado (12000 g durant 10 minuts), rentat del pellet amb solució salina i resuspensió

en 10 ml de MRS. Després es va seguir novament el creixement d'aquest cultiu seguint la

seva Abs6oo durant 48 hores (Figura 3.4).

De la mateixa manera que en la figura 3.3, en aquest cas veiem també clarament una

baixada de l'Abseoo després d'un cert temps de creixement quan la concentració de MC és

d'l mg/ml, lisi deguda a la inducció dels profags. Aquesta concentració sembla ser la més

favorable per a la inducció. A 5 mg/ml de MC la població bacteriana és completament Usada,

de manera que no podem saber si hi ha inducció o no.

3.1.4 - Determinació de l'espectre d'hoste. Selecció d'una soca
indicadora.

Fins ara l'única prova que teníem de la presència de fags en el medi era la baixada de

l'Abs6oo durant el période de creixement exponencial després de la inducció amb la MC. No

obstant, per poder verificar aquesta presència, el que interessa és trobar una o diverses

soques de bacteris que siguin sensibles als diferents fags induïts. Aquestes soques sensibles
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Figura 3.3: Corbes de creixement de dues soques (DV44.4 i DV35.5) després d'haver

afegit diferents concentracions de MC (0.1 ng/ml, 0.5 |ig/ml, l{ig/ml, 5jig/ml)

comparades amb un cultiu control sense MC.
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Figura 3.4 : Corbes de creixement de les soques DV44.4 i DV35.5 obtingudes després

d'haver eliminat la MC del medi, comparades amb un cultiu control sense MC.
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Residíais i discussió: inducció dels bacteríòfags

0 indicadores serviran per posar en evidència la presència dels fags després de la inducció.

Quan fem créixer en medi sòlid una soca indicadora en presència de fags es produeixen unes

zones de Usi les quals anomenem clapes de lisi, que són la evidència de l'existència dels

fags.

L'obtenció d'una soca indicadora és el primer pas per poder treballar amb els

bacteriòfags. Sense aquestes soques no podem tenir mai l'evidència de l'existència dels fags,

1 que és el mes important, tampoc no els podem multiplicar.

Per trobar les soques sensibles a cada un dels fags es va fer el seu espectre d'hoste

que consisteix en determinar quines són les soques sensibles i resistents per cada un dels

fags. La determinació de l'espectre d'hostes dels fags induïts provats ha permès determinar

quines són els bacteris sensibles entre el conjunt de bacteris testats de la colecció IŒB, als

diferents fags, per tal de tenir, com a minim, una soca hoste per cada un d'ells. Cada un dels

Usats serà provat sobre un gran nombre de bacteris, la qual cosa ens permetrà de veure

quines són les soques que destaquen per un percentatge de sensibilitat elevada, de manera

que pugui ser utilitzades com a soques indicadores en el nostre treball. La possibilitat

d'utilitzar una sola soca com a hoste de la majoria de fags facilitarà molt el treball.

Quaranta dels Usats obtinguts a partir de la inducció amb la MC, els quals van ser

guardats a 4°C, es van provar per a determinar el seu espectre d'hostes. El mètode utilitzat va

ser el test de la gota, el qual permetia de provar 8 fags per placa de Pétri. La presència d'una

zona de lisi sobre el tapís bacterià, ens indicava presència de fags. La taula 3.1 mostra el

nombre de soques sensibles que poden tenir els diferents fags provats.

Taula 3.1: Nombre de soques sensibles que tenen els fags provats.

Nombre de soques sensibles . Nombre de fags

0
1
2
3
4

5
6

2
6
11

11

6
3
1
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Resultats i discussió: inducció dels bacteríòfags

L'absència de placa de lisi per a alguns dels lisais no ens assegura que no hi hagin

partícules fàgiques infectives. En aquest cas hi ha la possibilitat, més petita com més soques

es provin, de que no siguin soques sensibles per a aquests fags.

El nombre de bacteris sensibles per cada un dels fags varia entre no haver-n'hi cap a

haver-n'hi 6. Es troben 22 dels fags capaços de lisar entre 2-3 soques, que com podem

veure és el cas de la majoria. Només es troben 3 fags que infecten entre 5-6 soques.

Finalment dos dels Usats no són capaços de lisar cap de les soques provades.

D'entre les soques sensibles és van seleccionar els que apareixien en un gran nombre

de espectres d'hoste, cosa que va permetre donar percentatges de sensibilitat.

Pel que fa al percentatge de sensibilitat de cada soca, trobem que n'hi ha una que

destaca perquè presenta una sensibilitat del 75%, valor alt comparat al de la resta de soques,

és la soca D31.2; aquesta ha estat triada com a soca indicadora en aquest treball. Una altra de

les soques que presenta també un percentatge elevat de sensibilitat és la EFA24 amb un 57%

Aquesta ha estat utilitzada també com a indicadora en alguns dels experiments.

El percentatge de sensibilitat de les soques provades és el següent:

D 31.2 75%
EFA24 57%

DV 29.2 54%

Lo 28 45%

DA 7.7 30%

DV 44.9 21%

DA 39.3 14%

Les soques que presenten menys del 30% de sensibilitat no s'utilitzaran com a soca

indicadora excepte en els casos que siguin' l'únic hoste d'algun dels fags.

3.1.5 - Discussió i conclusions

El tractament amb la mitomicina C de les 280 soques de la colecció IŒB ens ha

permès de fer una primera classificació entre les soques lisogèniques i no lisogèniques

aïllades directament del vi. El percentatge obtingut és d'un 45% de lisogènia.

Com s'ha pogut veure, el test de la MC no presenta problèmes a nivell de la seva

aplicació en el laboratori però és molt sensible a la fase de creixement del bacteri, la qual cosa

fa que sigui difícil la seva utilització quan es tracta de provar un gran nombre de soques i
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Resultats i discussió: inducció dels bacteriòfags

donar percentatges de lisogènia en una determinada població natural. Malgrat aquest

inconvenient, continua sent un test completament vàlid quan s'utilitza sobre un petit nombre

de soques, de les quals podem seguir constantment el seu creixement.

En aquest treball, aquest test s'ha utilitzat constantment per verificar la condició de

lisogènia de determinades soques i com agent mutàgen per induir els profags abans de la

seva multiplicació.

La concentració més adient és la d'l |ig/ml. A concentracions més baixes veiem que

el seu efecte no és suficient i els cultius de bacteris no es veuen realment afectats; al contrari,

si la concentració és molt elevada, els danys provocats sobre el material genètic dels bacteris

és massa gran i són usades ràpidament sense permetre el creixement del bacteri i impedint la

formació dels bacteriòfags.

La majoria de fags induïts a partir de les soques lisogèniques poden ser posats en

evidència ja que quasi bé tots tenen al menys una soca sensible sobre la qual es poden

multiplicar. Els que no tenen una soca hoste no els podrem utilitzar en el nostre treball per la

impossibilitat de multiplicar-los.

En quant a la soca indicadora, d'entre les soques de la nostra colecció n'hem pogut

trobar dues que són sensibles a un gran nombre de fags, especialment la soca D31.2, que ha

estat utilitzada en la majoria de casos com a soca hoste. La soca DV29.2 presenta també una

sensibilitat elevada però, com veurem mes endavant, no ha estat utilitzada com a indicadora

perquè es tracta de una soca lisogènica. Per últim la soca EFA24 ha stat utilitzada en alguns

casos al principi del nostre treball, la seva utilització va ser molt útil quan encara no teniem

una soca indicatriu de la nostra col·lecció. La resta de soques, encara que sensibles a alguns

fags, han estat rarament utilitzades com a soques indicadores.

Aquests estudis preliminars sobre l'existència de la lisogènia en soques de L. oenos

ens ha permès de veure que es tracta d'un fenomen relativament extès i que a partir d'ara

caldrà tenir-ho en compte quan treballem amb les diferents soques, perquè l'existència d'un

profag podria causar problemes durant la fermentació malolàctica en el vi, problemàtica que

ja s'havia posat en evidència en els processos fermentatius d'indústries làctiques en les quals

els fags són la causa de moltes parades de fermentació.
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Resultats: condicions de multiplicació

3.2. - OPTIMITZACIÓ DE LES CONDICIONS DE

MULTIPLICACIÓ DELS BACTERIÒFAGS

Els estudis fets sobre els fags de Leuconosîoc œnos són relativament escassos, ja

que es coneix la seva existència i els seus efectes, però no la seva forma d'actuació. Les

condicions òptimes de multiplicació no han estat encara ben descrites. El que esperem es

arribar a titulacions elevades, de al voltant de 109 UFP/ml per tal d'obtenir una biomassa

suficient per la continuació del nostre treball. Per això necessitem conèixer abans els
diferents paràmetres del cicle biològic, tenint en compte diferents factors com la temperatura,

pH, fase de creixement i concentració de Ca2+.

Les cèl·lules sensibles als baeteriòfags són capaces de reproduir la partícula fàgica

parental en milers d'exemplars. Les noves partícules fàgiques són idèntiques al fag parental.

Tot el conjunt d'esdeveniments que van des de la penetració del genoma fàgic dins el bacteri

hoste fins a l'alliberació dels fags de la descendència, defineixen el cicle de multiplicació dels

baeteriòfags.

3.2.1.-Propagació dels baeteriòfags i lisi en medi liquid

Sigui quin sigui el tipus de bacteriòfag que es vol posar en evidència s'ha de fer en

base a una propietat fonamental: la propagació de la lisi i la seva especifïcitat a algunes de les

soques.

El protocol utilitzat en el nostre treball per a la propagació dels fags en medi líquid

han estat adaptats dels mètodes publicats per Accolas i Spillman (1979).

A fi d'obtenir una lisi en massa de la població bacteriana, ha estat necessària una

etapa d'adsorció amb una multiplicitat d'infecció eleveda abans que el cultiu comenci el seu

creixement.
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Resultats: condicions de multiplicació

La soca D31.2 ha estat infectada amb dos fags <ï> DV 35.5 i O DV 44.4 als quals s'ha

comprovat que es sensible. La inoculació del cultiu ha estat feta quan aquest presentava una

Abseoo de 0,230 amb un volum de lisat del 10% (v/v)'a 10 ml de MRS. Al cultiu se li ha

afegit 25 mM de CaCl^

Els resultats obtinguts després de la lisi estan representats a la Figura 3.5

|

fag DV35.5

fag DV44.4

Control

O 20 40 60

temps (hores)

a: moment en el qual s'afegeixen els fags al medi de cultiu.

Figura 3.5: corba de crixement de la soca D 31.2 infectada per dos fags diferents, <I> DV

35.5 i <D DV 44.4.

L'efecte de la infecció fàgica en un cultiu es tradueix en una disminució de
l'absorbància durant la fase exponencial de creixement, acabant per una baixada dràstica al

cap de 48 hores d'incubació si es compara.amb un cultiu control sense fags.

3.2.2.-Determinació dels diferents paràmetres del cicle de
multiplicació

El mètode proposat per Ellis i Delbrück (1939), ens ha permès traçar una corba de

creixement en la que s'hi poden definir els diferents paràmetres del cicle de multiplicació,

mesurant el creixement quantitatiu dels bacteriòfags. Aquests paràmetres són: Període de

latència, fase d'explosió i grandària d'explosió.
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Resultats: condicions de multiplicació

La progressió del cicle de multiplicació d'un fag es pot fer de tres maneres:

a) Per titulació dels fags dins el sobrenadan! del cultiu infectat, el qual ens dona la

concentració de fags extraceLlular (fags alliberats per les cellules infectades).

b) Per la titulació de fags després de la lisi dels bacteris per addició de cloroform, la

qual ens permet de mesurar la concentració de fags intraceüular.

c) Per mesura de la variació de la terbolesa del cultiu (Abs«») •

En aquest treball la corba de creixement dels fags s'ha fet a partir del comptatge de

partícules fàgiques existents en el sobrenadan! i fent després la diferència amb el nombre de

fags afegit inicialment perquè no té els inconvenients de treballar amb el cloroform i és més

precis que el mètode c.

La determinació d'aquests paràmetres s'ha fet sobre tres fags induïts a partir de
soques lisogèniques: <ï> DV44.4, <I> DV35.5 i O DV 40;4. A 0,5 ml de la soca sensible

EFA24 incubada a 25°C durant 48h se l'hi ha afegit 0,5 ml d'un lisat donant una titulació

final de 3,3 109 UFP/ml, i CaCh a una concentració final de 25mM. S'incuba durant 30

minuts a 25°C per permetre l'adsorció dels bacteriòfags als bacteris. Després diluïm fins a un

volum de 10 ml amb MRS i comencem el recompte de fags a diferents moments: 20 min, 30

min, 2 h, 4 h, 8 h, 10 h, 24 h. Durant aquest temps els cultius es mantenen a 25°C. Per al

recompte de fags es pren una aliquota de 0,5 ml del cultiu, es centrifuga durant 10 minuts a

12000 xg i es recupera el sobrenadant en el qual hi comptarem els bacteriòfags. En aquest

cas no es fa necessària la filtració de la mostra per fer el comptatge perquè la soca utilitzada

en la multiplicació és la mateixa que utilitzarem per el comptatge en medi sòlid i el fet que
puguessin quedar alguns bacteris no afectaria en res. El resultat obtingut per al fag O

DV44.4 està representat a la Figura 3.6.
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Resultats: condicions de multiplicació

10
4 6 8

temps (hores)
10

Figura 3.6: Cicle de multiplicació del fag <I> DV44.4 sobre el bacteri EFA24 a partir del

comptatge dels fags lliures en el sobrenadan! després de la infecció. L indica el temps

de latència i E el període de explosió.

Durant el període de latència (L), el títol inicial de fags disminueix dràsticament degut

a la seva adsorció a la superfície del bacteri. Els 30 primers minuts són suficients per
permetre al fag de adsorbir-se al bacteri; després la titulació és manté quasi bé constant
durant una hora i mitja: durant aquest temps el fag replica el seu DNA i s'encapsida. Aquest

període de temps es coneix com període de latència. L'augment progressiu de la titulació en

el sobrenadant indica l'inici de la fase d'explosió (E), durant la qual els bacteris infectats

comencen a ser Usats. Aquesta fase s'acaba quan el nombre de fags és el mateix que l'inicial.

El temps entre l'inici de la infecció fins al final de la fase d'explosió dura unes 8 hores. A

partir d'aquest monent i fins a 24 hores el fag es multiplicarà fins arribar a una titulació de
6,9 1010 UFP/ml.

La mateixa corba s'ha fet pels fags O DV35.5 i O DV40.4 obtenint resultats molt

similars. En tots els casos la fase de latència no sobrepassa les dues hores i el període de
explosió està als voltants de les 8 hores, després de 24 hores veiem un clar augment del

nombre de fags.

La relació entre el nombre final de fags i el nombre inicial es coneix com tamany

d'explosió o producció mitjana de fags per cèl·lula infectada quan considerem que l'adsorció
es completa; si no, cal dividir pel nombre de bacteris infectats. En el cas de <ï> DV44.4
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Resultats: condicions de multiplicació

trobem un rendiment de 21 fags alliberats per bacteri infectat. Per a <ï> DV35.5 i <I> DV40.4 el

rendiment es de 32 fags/bacteri i 23 fags /bacteri respectivament.

En la Taula 3.2 es mostren els valors obtinguts per poder calcular la grandària

d'explosió.

Grandària d'exolosió = (n. final de fags - n. inicial de fags) / n. de bacteris

infectats

Taula 32: Valors obtinguts en el comptatge de fags i bacteris en tres casos diferents per

conèixer la grandària d'explosió.

<ï> DV 44.4

<& DV 35.5

0 DV 40.4

fi^ fags finals
(Oï^/ml)

7.1010

9,2.10!0

7.109

o* fags inicial
(fagsyml)

5.109

4.109

3,2.108

<3>baet Mectats

3.109

2,7.109

2,9.108

GratidMa

21

32

23

(a)El nombre de bacteris infectats s'obté per la diferència entre el nombre inicial,

afegit abans de la infecció, i el nombre de bacteris comptat després de l'adsorció dels fags.

3.2.3 - Influència de la concentració de Ca2* en la multiplicació dels
bacteriòfags

Els ions Ca2+ faciliten l'entrada de molècules de DNA a través de la membrana fins a

l'interior de la cèl·lula. Això a fet pensar que els ions Ca2+ podrien ser necessaris en el cicle

de multiplicació dels bacteriòfags per poder fer entrar més fàcilment el DNA fàgic dins la

cèl·lula.

Watanabe i Takesue (1972) van determinar el moment del cicle biològic en què el

calci és específicament necessari. L'adsorció dels bacteriòfags al bacteri hoste i la seva

multiplicació intracel.lular són independents de la presència de Ca2+, aquest és solament

necessari per a la penetració del genoma fàgic dins el bacteri hoste.

La quantitat necessària d'aquest ió divalent per obtenir una multiplicació òptima no

està ben definida; en la bibliografia es troben quantitats diferents depenent de l'espècie
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Resultats: condicions de multiplicació

bacteriana o de les soques utilitzades en el treball. Per això s'ha volgut provar quina es la

concentració més adient per a la multiplicació dels fags de la nostra colecció.

Diferents concentracions de CaCla han estat provades, aquestes són: O, 20, 25, 50,

100,150 mM

Sis tubs amb 10 ml de MRS han estat sembrats amb la soca indicadora D31.2 i
infectades amb el fag O D7.1 a una concentració final de 1,5 108 UFP/ml, a cada tub s'ha

afegit una concentració diferent de CaCl2. S'ha fet un primer recompte immediatament
després d'afegir el CaCl2, després s'incuben durant 48 hores a 25°C i el Usat obtingut és

centrifugal, filtrat i comptats el nombre de fags, pel mètode de la doble capa, sobre la soca

indicadora D31.2.

La titulació de fags respecte de la concentració de calci (figura 3.7) mostra que quan

la concentració és de 25 mM de CaCl2 s'obtnein el màxim de fags multiplicats. La diferencia

amb concentracions lleugerament més baixes (20mM) no és molt gran. Contràriament, quan

les concentracions són molt elevades podem observar un efecte negatiu per la multiplicació.

eu

«2
(D
'S
•o
<u
'S.
o

25 50

CaC12 mM
100 150

Figura 3.7: Recompte en UFP/ml de <ï> D7.1 després de la seva multiplicació en medi

líquid, a diferents concentracions de CaCl2.

Així doncs, amb aquests resultats es pot concloure que l'absència de Ca2+ no és

necessàriament un factor limitant en la multiplicació dels fags, contràriament al que diu Reiter
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(1956) el qual proposa la utilització de medis de cultiu sense Ca2+ per impedir la propagació
dels fags.

En el nostre estudi veiem que és possible la multiplicació encara que no sigui la

condició òptima per obtenir el màxim de fags. La importància de determinar la quantitat

òptima de Ca2+ és que cal, la majoria de vegades, obtenir el màxim nombre de fags i per

això interessa treballar en les condicions més favorables.

Contràriament als resultats obtinguts en medi líquid, quan la multiplicació es fa en

medi sòlid, la presència de calci es fa absolutament necessària (Figura 3.8):

Un lisat de <I> D7.1, a una concentració de 1,5 108 UFP/ml, ha estat recomptat pel

mètode de la doble capa, sobre la soca D31.2 amb les següents concentracions de CaCl2: O,

20, 25 i 50 mM. Al cap de 48 hores es veu que quan no hi ha CaCh en el medi no

s'observen plaques de lisi, quan la concentració és de 20-25 mM les concentracions són les

mateixes que en el lisat de partida i finalment, a una concentració de 50mM la titulació

disminueix lleugerament.

En conseqüència les concentracions utilitzades en la resta d'aquest treball han estat de
25mM tant en el recompte de fags pel mètode de la doble capa, com per a la seva
multiplicació en medi líquid.

10
20 25

CaC12 mM

50

Figura 3.8: Recompte en UFP/ml de 4> D7.1 en medi sòlid a diferents concentracions de

CaCl2.
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3.2.4 - Importància de la fase de creixement de la soca hoste per a la
infecció fàgica

L'estat fisiològic del bacteri varia al llarg del seu cicle biològic. Durant les diferents

fases de creixement la cèl·lula pasa d'un estat de latència, en el que no hi ha cap tipus de

creixement, a un estat de màxima multiplicació, activitat metabòlica i formació de la paret

cel·lular, per passar finalment a una fase sense cap activitat i en la que els embolcalls externs

estan ben consolidats donant rigidesa i protecció a la cèl.lula. Aquests diferents estats

provoquen en el bacteri respostes diferents als agents externs tais com els bacteriòfags.

La capacitat de provocar la lisi d'una soca sensible per un bacteriòfag és diferent,

depenent de l'estat de creixement en què es troba el bacteri en el moment de la infecció, degut

segurament a la formació de la paret cel .lular i a la capacitat de multiplicació del bacteri.

Dues soques de la colecció IŒB, la LOD004 i la D31.2 utilitzada com a soca

indicadora, han estat infectades per <t>F93, aïllat directament del vi (veure apartat 3.8), al

qual són sensibles. Cada una de les soques ha estat inoculada en 5 flascons de 20 ml de

MRS, quatre seran inoculats amb el fag a diferents Abseoo i l'altre no serà infectat i servirà de

control. El fag ha estat afegit als diferents flascons a una concentració final de 2.108

UFP/ml.

Les Abs eco a les quals s'ha fet la infecció sobre la soca LOD004 son: 0,19; 0,22;

0,29; 0,35 i per la soca D31.2: 0,25; 0,37; 0,49; 0,19. En tots els casos ens trobem al

començament de la fase exponencial (Figura 3.9).

Si bé trobem que la fase de creixement té una clara influència en la lisi del bacteri,

podem veure també que hi ha una variació entre les soques. La soca LOD004 pot arribar a

sobreviure quan la infecció es fa a partir d'una Abs eoo de 0,35, just al començament de la

fase exponencial. Per la soca D31.2, molt'sensible als fags, trobem que arriba a ser lisada a

Abs 600 relativament elevades, 0,49, que correspon a la meitat de la fase exponencial. En

aquest cas la població és completament eliminada.

Quan multipliquem els bacteriòfags per augmentar la titulació del lisat, el què

interessa és obtenir el màxim de partícules fàgiques, per tant les condicions òptimes seran les

de permetre un creixement màxim dels bacteris, per donar després una lisi completa de la

població. Quan la infecció es fa massa aviat els bacteris lisen completament sense

multiplicar-se, la qual cosa fa que la titulació de fags augmenti poc.
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Per veure si aquest efecte pot variar utilitzant per a la infecció un fag diferent, la soca
D31.2 va ser infectada amb <I> LODO 19, obtingut a partir de la inducció amb MC d'una soca

lisogènica, i per tant un fag atemperat. La infecció es va fer a diferents Abs 600 durant el

començament de la fase exponencial (Figura 3.10). En aquest cas el bacteri és lisat de
manera menys ràpida, fins i tot, a Abs 500 baixes. Quan amb <ï> F93 podem veure una Usi

completa a una Abs 500 de 0,2, amb LODO 19 la soca pot créixer encara un cert temps, encara

que finalment la població bacteriana arribi a desaparèixer.

3.2.5 - Influència del pH en l'activitat lítica dels fags

El pH ha estat descrit per alguns autors com un factor que pot afectar l'activitat lítica

dels fags dels bacteris làctics (Davies et al., 1985; Heinick-Kling et al, 1986). Es ben

conegut que els pH baixos destrueixen els fags dels bacteris làctics (Sozzi et al., 1978)
L'efecte del pH sobre l'activitat lítica dels fags ha estat estudiada sobre O DV 35.5 .

Tres sèries de dos tubs de 10 ml de MRS ajustats a tres pH diferents, pH 5.0; 4,5 i 3,6 han

estat inoculats amb un cultiu de la soca sensible D 31.2. S'han deixat a 25°C durant 24 h i

després s'han infectat amb els dos fags. Els resultats es mostren a la figura 3.11

34 44 54 64

temps (hores)
74

control p H 5

fag pH5

control pH 4,5

fag pH 4,5

control pH 3,6

fag pH 3,6

Figura 3.11: Efectes del pH en la lisi d'un cultiu bacterià causat per <I> DV44.4 en

MRSa25°C.
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La capacitat de <I> DV44.4 per Usar a la soca indicadora és màxima quan el pH del

medi està a 4,5. Si el pH augmenta fins a 5.0, la diferencia observada és poc significativa;

això vol dir que l'activitat lítica màxima del fag es troba a pH relativament elevats. Quan el

pH disminueix, aquesta activitat lítica desapareix completament de manera que la soca

indicadora no es veu inhibida en presència del fag, la seva capacitat per desenvolupar-se en
el medi es més petita, però no és deguda a l'acció lítica del fag. Aquest fenomen podria ser

degut a la modificació de les càrregues elèctriques de la superfície bacteriana produint un

canvi d'afinitat entre el Hoc d'adsorció i el fag.

Aquests resultats es contradiuen amb els resultats trobats per Heinick-Kling et al,

(1986), els quals van observar una activitat lítica mes elevada a mesura que el pH

disminueix, contràriament Davis et al. (1985) van trobar que els pH baixos, de

aproximadament de 3,5, són destructius per als bacteriòfags.

3.2.6 - Influència de la temperatura en ia multiplicació dels fags

La temperatura és un factor important en el creixement dels bacteris, el que pot

explicar una multiplicació difícil de la flora bacteriana. La temperatura òptima de creixement

pels bacteris làctics del vi es troba entre 25-30 °C, encara que el creixement és possible entre

20-35 °C (Ribèreau-Gayon et al., 1975).

Per veure si la multiplicació fagica varia a les diferents temperatures en les quals es

troba L. œnos durant la FML es van provar dues soques, D31.2 i EFA24. Després

d'incubació de 24h a 25°C cada una d'elles va ser infectada per tres fags, induïts de tres
soques lisogèniques, 4> DV44.4, <ï> DV35.5 i <ï>DV40.4, en 10 ml de MRS i incubades a

tres temperatures diferents: 19°C, 25°C i 30°C. Desprès de 48h, els cultius es van centrifugar

i es va provar la presència de fags en el sobrenadant per la tècnica de la doble capa (Taula

3.3).
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Taula 3.3: Nombre de fags en UFP/ml comptats en el moment de la infecció (t=0) a

temperatura ambient i després de 48h d'incubació a tres temperatures diferents, i

sobre dues soques sensibles, EFA24 i D31.2.

1FA24
îemps^O tçmpMS h

(DDV44.4 5.107

ODV35.5 7.107

ODV40.4 4.107

19T

7.107

8,9. 107

5.107

: ^ 25°C '

3.10s

3.10s

1.10s

30°C

2.10s

3.10s

9.10s

-

«B3O

temps=0 < temps=48h.

- 19°C TO -3Q*C

ODV44.4 5.107

ODV35.5 7.107

ODV40.4 4.107

4.107

7.107

5.107

5,2.10s

2.10s

9.107

5.10s

1,1.10s

9,3.10s

Les diferències que s'observen en la multiplicació entre 25 i 30°C són poc

significatives. La multiplicació del fag està relacionada directament amb el creixement del

bacteri i entre aquestes dues temperatures el creixement bacterià és molt semblant.

Contràriament, a 19°C la multiplicació és quasi inexistent degut a la dificultat que tenen els

bacteris a créixer.

3.2.7 - Discussió i conclusions

L'optimització de les condicions de cultiu dels bacteriòfags ens ha permès d'agilitzar i

obtenir ràpidament el màxim de partícules fàgiques en la seva multiplicació.
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Un dels problemes amb el qual ens hem trobat ha estat la dificultat de multiplicar els

bacteriòfags. Les condicions òptimes de cultiu han fet augmentar el nombre de fags

obtinguts, no obstant es molt difícil d'arribar a quantitats suficients per poder arribar a fer

alguns experiments. Aquesta ha sigut una de les grans limitacions en el nostre treball,

concretament en la part dedicada a l'estudi de la biologia molecular dels fags, per la qual, les

quantitats de material genètic necessàries eren sempre superiors a les quantitats obtingudes,

sobretot si tenim es compte que es tracta d'organismes extremadament petits.

Malgrat això, hem aconseguit multiplicar fàcilment, fins a quantitats no superiors a

1010 UFP/ml, tenint la certesa de que si no apareixen partícules fàgiques en un Usat no és a

causa de les condicions de cultiu.

En definitiva, s'ha trobat que el millor moment per a poder infectar un bacteri és al

començament de la fase exponencial per a tots els fags atenuáis provats. La fase de latència i

la fase de explosió es reconeixen per una disminució de fags en el medi; aquestes dues fases

juntes duren al voltant de 8 hores. Després es pot començar a observar un clar augment de

partícules fàgiques i per tant la multiplicació.

La presència d'ions Ca2+ en el medi és molt important per la penetració del material

genètic del fag dins el bacteri, encara que podem veure que en medi líquid no es fa

absolutament indispensable. L'absència de Ca2+ en el medi no pot doncs, impedir la infecció

de la població bacteriana encara que si la pot disminuir. En medi sòlid la multiplicació és

inexistent en absència de Ca2+.

Pel que fa a la temperatura no s'observen grans diferències. La multiplicació del fag

depèn del creixement del cultiu bacterià per tant les temperatures que l'afavoreixen són les

utilitzades per a l'obtenció dels lisais. Entre 25-30°C les diferències són mínimes donat que

L. œnos creix bé en els dos casos. En aquest treball s'han incubat a 25°C per l'obtenció de

lisais. Podem veure que a 19°C, els bacteris creixen més lentament i per tant no s'observa

multiplicació dels fags.

Els pH baixos tenen un efecte inhibidor tant per al desenvolupament bacterià com per

l'activitat lítica del fag. La sensibilitat en aquest cas és la mateixa pel fag i el seu hoste.

Aquestes condicions de multiplicació dels fags trobades com a òptimes per obtenir un

màxim de biomassa bacteriana i en conseqüència un elevat nombre de fags, han permès

treballar més fàcilment. No obstant, la dificultat de l'espècie L. oenos per a ser cultivada i la

baixa capacitat infectiva dels deu fags induïts, no ens han permès obtenir grans quantitats de

partícules fàgiques i per tant ens hem trobat limitats en aquest sentit per a alguns experiments

com és el cas de l'obtenció de proteïnes de la càpside dels fags..
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3.3 -RESISTÈNCIA DELS BACTERIS A LA INFECCIÓ

FÀGICA

En aquesta part del treball s'ha volgut fer una aproximació al coneixement del tipus

de resistència presenten les soques de la col·lecció. En primer lloc s'ha tractat d'analitzar

l'absència d'adsorció com a mecanisme de resistència. A continuació s'ha intentat fer una

selecció de mutants que presentin resistència a una sèrie de fags aïllats directament del vi.

3.3.1 - Adsorció dels bacteriòfags

Per tal que el genoma del fag pugui entrar en el bacteri és necessari un contacte amb

la superficie cel.lular, aquesta etapa és l'adsorció i constitueix la primera etapa en tota

interacció fag-bacteri, després contínua la penetració del genoma fàgic.

El contacte entre un fag i un bacteri sensible comporta el seu lligam degut a una

atracció electrostática entre les càrregues elèctriques de les proteïnes de la càpside i les

caregues complementàries dels receptors específics repartits en la superfície de la cèl.lula.

Aquest fenomen és conegut amb el nom d'adsorció. Els receptors dels fags estan constituïts

de lipopolisacarids o bé de glicoproteines í es localitzen en la paret cel·lular.

La adsorció dels fags per part dels bacteris és la primera barrera a superar en el cicle

de multiplicació del fag. Alguns bacterisson resistents als fags perquè no posseeixen els

receptors.

En aquest treball hem volgut determinar com es produeix l'adsorció en les soques de

la col·lecció i la influència que té en la resistència als fags.

En base al mètode descrit en els materials i mètodes s'ha procedit de la següent

manera:
En primer lloc es va voler determinar el temps necessari perquè es produis l'adsorció.

A tres tubs contenint 0,1 ml d'un cultiu de bacteris de 48 hores es van afegir 0,1 ml de una

suspensió de fags en una proporció de fags/bacteris = 0,2. Cada un dels tubs s'incuba a
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25°C durant 5,15 i 30 minuts respectivament, després es filtra a través d'una membrana de

0,45 |im i es compten els fags pel mètode de la doble capa.

Els fags utilitzats van ser <ï> DV41.1, O DV44.4, í> T92.2 i la soca indicadora

D31.2. Després de fer els comptatges vam trobar els resultats que es mostren a la Figura

3.12.

Durant els primers 5 minuts l'adsorció és ja molt elevada, entre 93% i 96%, per a dos

dels fags. Per a í> DV44.4 no s'ha pogut determinar. Al cap de 15 minuts, la quantitat de

fags adsorbits ha augmentat per quedar estabilitzada en aquest punt, cosa que es veu perquè

la diferència entre els 15 minuts i els 30 minuts és inexistent.

1 H 5 minuts
E3 1 5 minuts
D 30 minuts

T92.2 D V 40.1
Bacteriòfags

DV 44.4

Figura 3.12: Percentatge d'adsorció de tres fags, <ï> T92.2,4> DV40.1 i <ï> DV44.4 sobre

la soca indicatriu D31.2 a diferents temps, 5,15 i 30 minuts i a 25°C.

L'adsorció varia una mica segons els fags que infecta el bacteri però en els tres casos

veiem que al cap de 15 minuts, s'arriba al màxim de fags adsorbits. En els comptatges de

fags fets en el nostre treball utilitzarem a partir d'ara 15-20 minuts com a temps d'adsorció.

La temperatura amb la que normalment treballem és de 25°C però hem pogut verificar

que l'adsorció es pot donar també a 4°C. Les suspensions de fags obtingudes a partir de la

infecció fàgica d'un cultiu, són guardades a 4°C. Hem pogut constatar que en aquests Usats,

quan es guarden sense filtrar, és a dir en presència de bacteris, la titulació de fags disminueix

degut a l'adsorció. Quan es guarda el Usat filtrat la titulació es manté, la qual cosa vol dir que

l'adsorció és independent de la temperatura.
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3.3.2 - Absència d'adsorció com a mecanisme de resistència

S'intentarà veure si l'absència d'adsorció és present en algunes de les nostres soques

com a mecanisme de resistència. Vam comparar en primer lloc l'adsorció que presenta la
soca indicadora D31.2, sensible a la majoria de fags, i la soca LOD023 resistent al fag <ï>

LOD004, el qual volem provar per veure si la resistència era deguda a la manca d'adsorció.

Utilitzant el protocol descrit en l'apartat anterior, es va observar que els percentatges

d'adsorció són diferents per a les dues soques:

D31.2 87%

LOD023 23%

Veiem que l'adsorció és elevada en la soca indicadora i molt baixa en la soca

resistent. Per aquest fag la resistència de la soca LOD023 ve donada per l'absència

d'adsorció. El petit nombre de fags adsorbits són després destruïts per un altre sistema de

resistència dels bacteris.

En altres bacteris la resistència ve donada per mecanismes que no són l'absència

d'adsorció. Per verificar que podien existir altres procediments de resistència en les nostres
soques vam determinar l'adsorció dels quatre fags O DV 42.7, <I> DA 27.4, <E> DV 40.8 i <I>

D V 39.8, sobre la soca LOD004 la qual els hi és resistent.

Es va determinar si hi havia adsorció d'aquests fags per part de la soca LOD004 i es

va comparar el que pasava amb la soca D31.2, de la qual es coneix que és sensible als fags

utilitzats. La figura 3.13 ens mostra els resultats obtinguts. El nombre de partícules fàgiques

adsorbides de cada un dels diferents fags varia i això és degut a què la titulació dels Usats

utilitzats durant l'experiment era diferent per als diferents fags. El que ens interessa però

d'aquests resultats és la comparació de l'adsorció de cada un dels fags entre la soca LOD004

i la soca indicatriu D 31.2.

Les diferències en el nombre de partícules fàgiques adsorbides entre les dues soques

són semblants per tots els fags la qual cosa vol dir que la soca LOD004 és capaç d'adsorbir

els fags tot i que no permet la seva multiplicació.
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Figura 3.13: Nombre de partícules fàgiques adsorbidos sobre dues soques diferents D31.2

i LOD004 dels fags O DA 27.4, $> DV 42.7, ® DV 40.8 i <ï> DV 39.8.

Les diferències en l'adsorció que s'observen entre les dues soques per a cada un dels

fags podria ser deguda a una variació en el nombre de receptors.

Quan calculem el percentatge d'adsorció de cada un dels fags (taula 3.4) sobre les

dues soques veiem que, malgrat que hi ha una certa diferència deguda segurament a les

característiques de la superfície cel.lular de les dues soques, podem dir que en els dos casos

hi ha adsorció dels fags i que si els comparem amb els percentatges obtinguts en l'apartat

anterior entre la soca D 31.2 i la soca LOD023 en aquest últim cas les diferències són més

grans.

Podem dir doncs que la resistència en la soca LOD004 no és deguda a l'absència

d'adsorció però no podem determinar de moment si es tracta d'un mecanisme de

restricció/modificació o d'un tipus d'infecció abortiva.
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Taula 3.4: Percentatges d'adsorció de quatre fags sobre les soques D 31.2 i LOD004.

O DA 27.4

<D DV 42.7

eï> DV 40.8

<ï> DV 39.8

D 31.2

71%

52%

94%

75%

LOD004

57%

89%

57%

98%

3.3.3 - Temptativa de selecció d'una soca resistent

Un dels sistemes tradicionals utilitzats en la indústria làctica per seleccionar soques

resistents als fags ha estat la d'incubar els cultius bacterians utilitzats com a estarters en

presència d'un medi que contingui fags, la qual cosa actua de pressió selectiva per afavorir la

persistència dels bacteris resistents. Les soques seleccionades eren guardades per la

inoculado dels fomentadors.

Nosaltres hem volgut veure si aquest es pot considerar com un bon mètode o bé si

aquesta resistència de les soques seleccionades és un caràcter que es perd en el temps.

Per això 5 fags aïllats de vins de diferents orígens (F2, F3, F4, F5, F6) van ser

inoculats a cinc cultius de 10 ml de la soca D 31.2 sensible a tots ells.

Al cap de 48 hores d'incubació a 25°C es va poder observar un lisat en el tub inoculat

comparant-lo amb un tub control sense fags. Els lisats van ser centrifugals durant 10 minuts

a 12000 \g i es va recuperar el pellet en el qual s'hi trobarien els bacteris que haurien resistit

a la infecció, inoculant-lo a 1 ml de MRS. Aquest cultiu es va incubar durant 24 hores a 25°C

i va ser utilitzat com a tapís sobre medi sòlid per verificar, mitjançant el test de la gota, la

seva resistència als cinc fags inicials. Els cinc cultius es van denominar RF2, RF3, RF4,

RF5, RF6, depenent de quin va ser el fag amb el qual havia estat infectat.

Per a RF2, RF5 i RF6 es va observar que presentaven resistència per a tots els cinc

fags. En el cas de RF3 i RF4 es van observar plaques de lisi per tot el tapis bacterià, degut

segurament, a la inducció espontània del fag integrat en el cromosoma bacterià. El treball es

va continuar només amb els tres cultius resistents.

91

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI DE LISOGÈNIA DE LEUCONOSTOC OENOS I INCIDÈNCIA DELS BACTERIÒFAGS SOBRE LA FERMENTACIÓ MALOLÀCTICA DEL VI 
Montserrat Poblet Icart 
DL:T-1578-2009 / ISBN: 978-84-692-4539-2



Resultats: resistència a Is bacterídfags

Cada un d'aquests tres cultius van ser inoculats en dos tubs de 10 ml de MRS. Un

dels tubs va ser sembrat sense la presència del fag i l'altre amb la presència continuada del

fag. Per això, en el moment en que s'inoculaven els bacteris, s'inoculava també amb una

quantitat elevada de fags, 10^ UFP/ml (superior al dels bacteris). Els resembráis es feien

cada 48 hores, després dels quals ja podíem saber si es produïa o no un Usat

Després del segon sembrat, el cultiu RF2, en el qual s'inoculaven permanentment els

fags, presentava una disminució del creixement, apreciable a ull nu comparat amb el tub

control, degut sens dubte a l'acció lítica dels fags. Per als cultius RF5 i RF6 el creixement va

ser similar al del tub control.

Després del sisè sembrat, el cultiu RF2 incubat amb la presència de fags presentava

un lisat quasi complet. Quan es va infectar el tub que s'havia sembrat sense la presència de

fags es va poder observar, al cap de 48 hores, que el fag havia lisat tot el cultiu bacterià. Per

altra banda els cultius RT5 i RT6 continuen creixent en presència de fags comparats amb el

tub control. Quan s'infecten aquests dos cultius control amb els seus fags respectius,

s'observa una lleugera disminució de la població respecte a un tub control sense infectar.

Després del vuitè sembrat, el cultiu RT2 en presència de fags va presentar un

creixement igual al del tub control. Contràriament, en els cultius RT5 i RT6 la presència de

fags va provocar una disminució del creixement respecte del control.

Després de l'onzè repicatge, el cultiu RT2 i RT6 creixien igual que en el tub control i

per tant no van ser afectats per la presència de fags. En canvi, en el cultiu RT5, es va poder

observar un lisat quan va ser infectat amb el seu fag corresponent.

3.3.4 - Dicussió i conclusions

L'adsorció és el pas previ a la penetració dels fags dins la cèl·lula i per tant

imprescindible per al procés d'infecció. Es tracta d'un procés relativament ràpid comparat al

cicle de multiplicació. Per a les nostres .soques s'ha vist que al cap de 15 minuts, la major

part dels fags s'han adsorbit i que el percentatge d'adsorció es manté igual 30 minuts més

tard. A partir d'aquest moment i durant tot el nostre treball utilitzarem 15 min com a temps

d'adsorció.

La absència d'adsorció pot ser, doncs, causa de resistència als fags, com hem pogut

veure en el cas de la soca LOD023, la qual presenta un percentatge molt baix respecte a la

soca indicadora. Aquest no és però l'únic mecanisme de resistència ja que podem veure que

els fags que s'han provat sobre la soca D 31.2 (indicadora) i la soca LOD004 que és

resistent, s'adsorbeixen en quantitats molt semblants sobre les dues soques, mostrant així

que la resistència ve donada per un altre mecanisme que en aques moment no podem definir.
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S'adsorbeixen en quantitats elevades, superiora en tots els casos al 50%. Encara que

l'adsorció no és completa no és pot considerar en aquest cas com a mecanisme de resistència

donat que en alguns casos aquest percentatge és igual al de la soca indicadora la qual

presenta sensibilitat.

En aquests quatre casos la resistència ve donada per un dels altres dos mecanismes

descrits com són el sistema de restricció/modificació o bé per infecció abortiva, cosa que, en

aquests moments no podem verificar.

La possibilitat de que una soca sensible esdevingui resistent seria molt interesant de

cara a la seva aplicació en les soques industrials. Algunes d'aquestes són sensibles als fags

però presenten característiques molt apreciades que les fan insustituibles per d'altres soques.

Per això s'ha volgut verificar si es podien seleccionar mutants resistents d'una soca

determinada i si aquest caràcter és estable; hem vist però que malgrat que hem pogut

seleccionar clons resistents, aquests perden la seva resistència al poc temps. Pensem que

l'obtenció de soques resistents ha de passar per l'intervenció de l'inginyeria genètica.
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3.4 - CARACTERIZACIÓI COMPARACIÓ DELS FAGS DE
LEUCONOSTOC ŒNOS

Una vegada optimitzades les condicions de multiplicació es va poder començar a

treballar amb tècniques de biologia molecular per tal de caracteritzar millor els fags i

poder-los diferenciar.

Aquestes tècniques utilitzen bàsicament el DNA dels organismes per explicar les

diferències entre ells i com a eina per a la detecció d'homologies, basada en la capacitat

d'hibridació entre dos DNA idèntics.

3.4.1 - Diferenciació dels bacteriòfags per l'estudi dels perfils de restricció del
seu DNA

L'espectre d'hostes d'un fag el caracteritza respecte d'un altre, però la identificació

es fa difícil quan el nombre de soques sobre les que es prova no és molt gran degut a què

podem obtenir espectres d'hoste iguals en molts casos. La diferenciació dels bacteriòfags

tenint compte de les seves aptituds fisiològiques respecte a la bacterià hoste ens ha servit

fins ara com a mètode de diferenciació.

L'aplicació de les tècniques de biologia molecular ens permetran diferenciar els

diferents fags per l'estudi del seu DNA. Jimeno et al. (1989) van diferenciar les especies i

les soques de bacteris làctics utilitzats a la indústria làctica pels perfils de restricció del

seus DNA. Fremaux (1990) va estudiar els perfils de restricció del DNA cromosòmic de
L.œnos per posar en evidència les diferències entre elles, però, el mètode presenta algunes

dificultats degut a que la quantitat de DNA és molt gran i no es poden observar bandes
definides, sinó un gran smear (gran taca continua). Les petites diferències que es poden

observar són degudes moltes vegades a digestions parcials del DNA, la qual cosa no ens

ajuda gens en la diferenciació. La separació de soques de bacteris és per tant impossible

per a l'estudi del perfil de restricció del DNA cromosòmic. No obstant, per als

bacteriòfags no tenim el problema de treballar amb un gran genoma, el DNA fàgic es petit

comparat al d'un bacteri i per tant el nombre de fragments que es poden esperar
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Figura 3.12: Resultats de les digestions amb EcoRl i HindïIL dels següents fags:

pistal:T692, pista 2: DV41.1, pista 3: DV13.4, pista 4: DV43.1, pista 5: DV44.4

digerits per Eco RI. Les pistes de la 6 a la 10 són els mateixos fags digerits per

Hindm.
a: marcador de pes molecular A, Hijidïíl.
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1 2 3 4 5 a

Figura 3.13: Resultats de les digestions amb EcoKL dels següents fags: pista 1: D7.1,

2:DA39.3,3: DV35.5,4: DV40.4.
a: marcador de pes molecular X Hind lu.

a 1 2 3

Figura 3.14 : Resultats de les digestions amb EcoRI dels següents fags: pista 1: DA27.4.

2:DV42.7, 3: LOD004. Els dos primers fags no es digereixen amb aquest enzim,
a: marcador de pes molecular X. HindUI.
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a 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 3.15 : Resultats de les digestions amb EcoRl dels següents fags: pista 1 i 3:

LOD019, pista 5 i 6:LOD017, pista 9: LOD021. les altres pistes mostren el DNA

degradat.
a: marcador de pes molecular A, HindRI.
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després d'una digestió no ha de ser molt gran,i per això es va decidir de provar aquest

sistema per la diferenciació.

A les figures 3.12,3.13,3.14, 3.15 és mostren els perfils de restricció d'alguns dels

fags de la col·lecció, digerits per EcoRI i Hind III. Com podem veure, hi han fags que no

s'han digerit bé quedant el DNA completament degradat. Els DNA que s'han digerit

correctament ens permeten caracteritzar els fags. Els fragments de restricció són diferents

per als diferents fags permetent així la seva diferenciació.

Els resultats ens mostren que els fags integrats en els bacteris lisogènics poden ser

diferents. Aquestes diferències són sovint menys evidents quan es fa l'espectre d'hoste de

cada un d'ells i per això cal recórrer a l'anàlisi del DNA per poder-los diferenciar.
Si comparem l'espectre d'hoste dels fags <t DV43.1, <I> DV35.5 i <I> DV40.4, veiem

que és el mateix, no obstant, el seu perfil de restricció ens mostra que es tracta de fags

diferents. (Taula 3.5).

3.4.2 - Determinació de la mida del DNA fàgic

Després de la digestió del DNA fàgic per enzims de restricció obtenim una sèrie de
fragments de diferent pes molecular (PM). La distància recorreguda per les molècules

lineals de DNA duplex durant una electroforesi en gel d'agarosa, és inversament

proporcional al logio del seu pes molecular (Helling et al., 1974).

Per calcular la mida en nombre de parells de bases (pb) del DNA d'un fag

determinat es digereix per un enzim de restricció i es fa migrar en un gel de'agarosa
conjuntament amb el DNA del fag X digerit per l'enzim Hind III el qual ens serveix de

marcador de talla dels fragments de DNA. La talla dels diferents fragments de X i esta

donada en pb: (23130 pb, 9416 pb, 6557 pb, 4361 pb, 2322 pb, 2027 pb, 564 pb). El

marcador ens permet que mesurant la distància de migració d'aquestes bandes sobre el gel,

podem podem calcular una recta de regressió. Per obtenir una recta cal desestimar el

primer punt corresponent a 23130 pb.

Sobre aquesta recta podem estimar la mida dels DNA dels diferents fags que

s'hagin fet córrer en un mateix gel d'agarosa. Només cal mesurar la distància de migració
respecte de A, i extrapolar sobre la recta per conèixer la mida de cada una de les bandes. La

suma de totes ens dóna la mida total del DNA del fag.
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Taula 3.6: Mida d'alguns dels DNA dels bacteriòfags calculats a partir de les digestions

que es mostren en les figures 3.12 a 3.15.

Fags

ODV41.1

<& DV44.4

<ï> LOD019

<ï> LOD017

<î>LOD021

OD7.1

<ï> DV39.3

<ï> DV35.5

' <Ï»DV40.4

Mida (kb)

66
52,44

52
35

57,5

23
25
30

28

Després de calcular la mida d'alguns dels DNA dels fags de utilitzats s'ha

comprovat que és variable. Cal tenir en compte que el càlcul fet per aquest mètode es una

estimació i per tant comporta un cert error. Les mides mesurades es troben entre 20 i 60

kb.

El problema més gran que ens hem trobat per treballar amb tècniques de biologia

molecular per a l'estudi dels fags és l'obtenció del seu DNA. Els bacteriòfags contenen una

quantitat molt petita de material genètic, com hem vist oscil·la entre 30-60 kb, depenent de

cada un dels fags. Si prenem un fag amb un DNA d'una mida de 40 kb i el multipliquem

dins 1 litre de medi de cultiu, normalment obtindrem un lisat a 10^ fags/ml. Si calculem la

quantitat de DNA fàgic que podem esperar d'aquest lisat obtindríem:

x 40.1 03 pb x 660 daltons/pb / 6.1 023 molec/mol - 4¿/g DNA

Aquesta quantitat esperada, normalment es redueix a la meitat, degut segurament al

procés de manipulació. En cada un dels rentals i precipitacions es perd una certa quantitat.

Per altra banda, quan fem les extraccions d'un gran nombre de fags diferents,

partim de 200 ml de lisat la qual cosa redueix molt la quantitat de DNA recuperada però

les condicions de treball no ens permetien manipular gaire sovint grans volums de cultius.

Aquesta ha estat una gran limitació durant tot el desenvolupament del nostre treball

i moltes vegades la causa per la qual no s'ha pogut aprofundir més en el treball.
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3.4.3 - Detecció dels bacteriòfags de L. ceños per hibridació entre els seus DNA

Com hem pogut veure en els resultats obtinguts en l'apartat 3.1, el test de la MC

presenta alguns problemes per a la seva utilització a gran escala. L'obtenció del DNA fàgic

ens permetrà d'utilitzar tècniques de biologia molecular per detectar la presència de fags,

tant en el medi com dels profags integrats en el cromosoma bacterià.

El mètode de identificació de microorganismes per anàlisi directa del genoma

basats en la hibridació de sondes específiques amb el DNA cromosòmic, ha estat ben
desenvolupat per Kurita et al. (1986). En el nostre treball aquests mètodes han estat

adaptats per a la detecció dels fags, per això el primer pas és la construcció de la sonda i la

verificació de què ens permet detectar el DNA fàgic.

1) Construcció de la sonda:

El DNA fàgic s'ha extret a partir d'un Usat obtingut d'l litre de cultiu. El fag <I>

DV35.5 ha estat multiplicat sobre la soca D31.2. El DNA és quantificat i posteriorment

200 ng han estat marcats pel mètode de la digoxigenina.

El temps de marcatge, és a dir, el temps necessari per a la incorporació al DNA

fàgic dels nucleòtids marcats per la digoxigenina, va ser el primer pas a canviar respecte

del mètode proposat per Boehringer en el kit de marcatge. En les primeres tentatives es

van provar temps entre 2 - 4 hores com per al marcatge del DNA cromosòmic sense

obtenir bons resultats. Quan el temps de marcatge es va augmentar a 8 hores el DNA es va

marcar sense cap problema.

2) Condicions d'hibridació

Les primeres hibridacions es van fer sobre el DNA de dos fags, <I> D7.1 i í> D V

35.5. La sonda es va obtenir pel marcatge del DNA d'aquests fags, utilitzant el mètode de

la digoxigenina. Els DNA en solució, van ser col·locats sobre una membrana de niló en

quantitats diferents: 100, 50, 10, 5, 1 ng i fixats amb 0,4 N NaOH (fixació en dot-blot).

Les condicions d'hibridació i els rentals posteriors es poden considerar d'una astringencia

considerable (2x SSC ). Això vol dir que són condicions poc favorables per a la hibridació.

Quan en aquestes condicions s'obtenrn DNA que hibriden voldrà dir que es tracta de DNA

homòlegs.

Pel que fa a la quantitat de sonda a utilitzar, com que en principi, no sabíem quina

seria la quantitat òptima, es va utilitzar una forta concentració per assegurar la hibridació:,
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40 ng/ml de solució d'hibridació, quantitat que representa la mitât del que s'utilitza en les

hibridacions entre DNA bacterians. Els resultats mostren senyal d'hibridació per totes les

concentracions de DNA deposades, la sonda pot detectar fins a 1 ng de DNA fàgic.

Contràriament, la quantitat de sonda es massa elevada i això provoca que els filtres

presentin un color de fons amb molt de color el que fa que les senyals d'hibridació siguin

mes febles.

Quan reduïm la concentració de la sonda a 8 - 10 ng/ml de solució d'hibridació, la

senyal sobre el filtre va ser més nítida, destacant millor sobre el fons blanc. La

concentració de la sonda és molt important per obtenir bons resultats. El problema està

sovint en l'excés de sonda, ja que quan és massa elevada es fixa de forma inespecifica

sobre el filtre i els rentáis són incapaços d'eliminar-la donant després la coloració de fons.

Una vegada optimitzades les condicions de marcatge i hibridació es van construir 6

sondes a partir dels DNA de 6 fags diferents, icada una d'elles va ser hibridada amb els

DNA del sis fags. La hibridació es va fer en dot-blot, la quantitat de DNA col·locada ha

sigut de 100 ng per assegurar un bon senyal d'hibridació.
Els fags utilitzats van ser: 4> DV40.4, 0> DV44.4, <ï> DV 35.5,0 DV 41.1, <ï> DA

39.3 i <ï> LOD019.

Aquests resultats obtinguts en dot blot van demostrar que en tots els casos

s'obtingui senyal d'hibridació. Els DNA hibriden tots entre ells fins i tot quan no són

completament iguals. Aquestes diferències només les podem apreciar observant el perfil

de restricció i no afecten gens a la hibridació del DNA total dels fags. No podem assegurar

que els DNA hibridin completament entre ells, les diferències que veiem entre ells en els
perfils de restricció es tradueixen com a diferències en la seqüència de nucleòtids. L'única

manera de verificar-ho és hibridant la sonda amb un altre DNA fàgic digerit per un enzim

de restricció.

Podem concloure doncs que les diferències no són suficientment importants i que

hi ha una gran part de DNA homòleg, entre ells, la qual cosa ens permetrà d'utilitzar

qualsevol DNA fàgic com a sonda.

Altres DNA de fags van ser provats per verificar que obteníem en tots els casos

hibridació. El test es va fer en dot-blot i els resultats són a la taula 3.7:

El fet que tots els DNAs dels fags provats hibridin amb les sondes ens dóna un gran

avantatge pel fet que podem utilitzar qualsevol fag per construir una sonda i detectar així

el DNA fàgic encara que no sigui completament idèntic. En realitat, les diferencies entre

els fags dels bacteris làctics no són molt grans, això ens permet una detecció fàcil quan

hibridem els DNA entre ells.
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Els fags de L. ceños es poden considerar com a molt pròxims entre ells des del punt

de vista genètic. El nombre de fags provats és limitat però el seu origen geogràfic és

diferent, provinent de vins de diferents països d'Europa.

A la bibliografia ( Arendt et al., 1991) es descriuen casos de fags deL. œnos que no

hibriden entre ells, però en el nostre cas això no s'ha pogut verificar.

Aquest fet ha permès utilitzar qualsevol DNA fàgic de la col·lecció en les

hibridacions en dot-blot per a la detecció de fags.

Taula 3.7: Resultats de les hibridacions en dot blot entre el DNA de 14 fags de la

col·lecció amb 6 sondes.

Sondes

DV40.4

«DDV40.4 +

d>DV44.4 +

C&DV35.5 +

ODV43.1 +

<DDA39.3 +

OD7.1 +

d>LOD021 +

(DLOD013 +

<I>LOD004 +

<I>LOD019 +

OLOD015 +

CDLOD014 +

<ï>Bo +

<ÎDV29.2 +

+: senyal de hibridació

DV44.4 DV35.5 DV43.1 DA39.3

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + nd nd

+ nd nd +

+ + nd +

+ + nd +

+ + nd +

+ + + +

+ + + +

+ - nd nd nd

+ - + + nd

nd: resultat no determinat

LOD019

+

+
+
+

+

nd
+

+

+
+
+
+

nd
nd

3.4.4 - Hibridació del DNA d'un fag de Lactobacillus plantarum amb el DNA
de diferents fags de L. œnos

El DNA del fag de Lactobacillus plantarum va ser extret a partir d'un cultiu d'l

litre tractat amb la MC. El fag no va poder ser multiplicat degut a la manca de soca

indicadora per aquesta espècie. No obstant, Lb. plantarum creix fàcilment donant una gran
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quantitat de biomassa la qual cosa fa que haguem obtingut una quantitat suficient de DNA

fàgic per fer una sonda només amb la inducció amb MC. La quantitat obtinguda de DNA

va ser de 125 ng/^1 en un volum de 10 |il.

La sonda es va obtenir mitjançant el marcatge del DNA fàgic pel mètode de la

digoxigenina. Les condicions d'hibridació i dels rentats per eliminar la sonda poden ser

considerades d'una astringencia elevada:

solució d'hibridació: 5x SSC

rentats després hibridació: 2x SSC a temperatura ambient i 0,lx SSC a 65°C.

Aquestes condicions d'astringencia van ser triades perquè d'aquesta manera ens

asseguràvem que si hi havia senyal d'hibridació era perquè realment hi han regions del

DNA homòlogues, evitant així hibridacions entre regions pròximes però no idèntiques.

El DNA de 6 fags de la col.leccio, O DV44.4, $ DV35.5,<ï> DV41.1, <D LOD 004,

<I> LOD021 i <I> LOD017 van ser colocáis sobre membrana de niló en dot-blot. La quantitat

deposada va ser de 100 ng de DNA, i la concentració de la sonda de 10 ng en 2ml de

solució d'hibridació.

Desprès del revelat de la membrana no es va trobar cap senyal d'hibridació.

Com que el que voliem veure era si el fag d'una altra espècie era suficientment

diferent per no confondre'l amb els fags de L. ceños, els resultats mostren que quan es

tracta d'una altra espècie els DNA no hibriden mentre que contràriament tots els fags de L.

œnos hibriden entre ells.

3.4.5 - Observació dels bacteriòfags al microscopi electrònic

Els fags obtinguts a partir d'l litre de lisat a una concentració d'entre 109 - 1010

UFP/ml han estat precipitats amb PEG 6000 (Yamamoto et a/., 1970) i posteriorment

purificáis en gradient de CsCl.

El volum obtingut es va dialitzar per eliminar el CsCl. Aquesta suspensió de fags es

la que es va utilitzar per a l'observació al microscopi electrònic. El tractament previ a

l'observació està descrit en els Materials i Mètodes.

L'observació es va fer per la tècnica de la coloració negativa, en aquest cas el

colorant (acetat d'uranil) no reacciona amb el fag, únicament el recobreix apareixent a la

fotografia en blanc i envoltat d'un fons negre.
La morfologia del fag O D7.1 es mostra a la figura 3.16:
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(a)

Figura 3.16: Fotografíes (a i b) del fag O D 7.1 observats al microscopi electrònic per la

tècnica de coloració negativa amb acetat d'uranil. Podem observar bé la forma

icosaèdrica de la càpside i la flexibilitat de la cua, així com l'absència d'estructures

terminals.
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D 7.1 CS
CE9129 180 8KU X 1 B 8 K

(b)
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Les fotografies obtingudes del fag <I> D7.1 van ser comparades amb les dels fags <ï>

Bo, <I> DV44.2, <ï> 8417 (Deneyrolles, 1994). La morfologia que es va observar va ser la

següent: una càpsida icosaèdrica que conté l'àcid nucleic i que es perfila en la imatge com

un hexàgon. La llargada d'aquesta càpside és d'uns 75 nm. Una cua llarga i relativament

flexible, aquesta es presenta com un tub amb estriacions regulars format per un apilament

d'anells. La llargada està entre 425 i 475 nm. A la fotografia no podem observar estructures

terminals, ni placa basal ni fibres caudals per la fixació.

Com podem veure, les característiques morfològiques d'aquests fags coresponen al

grup B de la classificació de Bradley descrita en els Materials i Mètodes.

3.4.6 - Discussió i conclusions

El problema que havíem tingut fins ara per a la diferenciació dels fags, sembla

superat amb la utilització de l'anàlisi del perfil de restricció del seu DNA. Això ens permet

de caracteritzar els fags molt millor que quan es fa comparant l'espectre d'hoste. No

obstant s'ha presentat la dificultat, durant tot el nostre treball, de la poca quantitat de DNA

obtingut i que ha fet que aquest mètode de diferenciació no sigui tant rutinari com

voldríem. Aquesta ha sigut una de les limitacions en l'estudi i comparació dels DNA

fàgics. Un altre problema han estat les dificultats per obtenir una bona digestió del DNA,

quan les digestions són parcials no obtenim el perfil de restricció que caracteritza al fag i

per tant serà difecil de reconèixer una altra vegada en restriccions posteriors o de

comparar-lo amb altres fags. Aquest fet podria ser degut a que el DNA no esta ben

purificat i que hi queden restes de PEG, utilitzat en gran quantitat per la precipitació dels

fags,

La talla d'aquests fags oscil.la entre 66 i 23 kb aproximadament amb algunes

variacions perquè en les electroforèsis .s'observen digestions parcials en alguna de les

bandes.

L'obtenció del DNA fàgic, a part de la seva caracterització, ha estat utilitzat també

per a la construcció de sondes que permetin la seva detecció per hibridació entre els seus

DNA. Aquestes sondes no han estat utilitzades però per a la detecció directa dels fags,

donat que el mètode de comptatge per la doble capa és mes sencill sobretot perquè tenim

una soca indicadora molt sensible, les sondes han servit sobre tot per la detecció de

profags es a dir, la presència de DNA fàgic en el cromosoma bacterià com veurem més

endevant. En aquest cas l'existència se les sondes ha estat molt útil.

Les diferències que existeixen entre els diferents DNA dels fags no afecta en les

hibridacions en dot blot entre el DNA fàgic, la qual cosa ens ha permès detectar qualsevol

fag utilitzant com a sonda el DNA d'altres fags diferents. Aquest fet ha facilitat molt el
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desenvolupament d'aquest treball i la seva continuació perquè, com es podrà veure

posteriorment, ens hem servit moltes vegades d'aquesta tècnica per a la detecció dels fags.
El DNA dels fags de L. oenos no van donar senyal d'hibridació amb el DNA d'un

fag induït de Lactobacillus plantarwn, la qual cosa vol dir que entre espècies, les

diferències en el seu DNA són molt més grans.

La caracterització dels fags va acompanyada també dels seus caràcters morfològics

observats al microscopi electrònic. En el nostre cas es tracta de fags que pertanyen al grup

morfològic B de Bradley. Aquesta morfologia coincideix amb la trobada per Sozzi et ai

(1975) en alguns dels fags de vins suissos sense poder especificar de quina espècie venien

i per Jarvis (1984) en estreptococs. La morfologia dels fags de L. oenos trobada per Arendt

(1992) pertany també al grup B de Bradley.

Podem concloure dient que els fags induïts a partir de soques de L. oenos no són

tots iguals i que la seva diferenciació es fa per l'anàlisi del perfil de restricció del seu DNA

i que els podem detectar per tècniques d'hibridació de DNA.
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3.5 - IDENTIFICACIÓ DE LES SOQUES LISOGÈNIOUES DE

LEUCONOSTOC ŒNOS PER HIBRIDACIÓ MOLECULAR.

El mètode d'identificació utilitzat fins ara per determinar si una soca conté o no un

profag ha estat el tractament amb la MC, basat en la seva capacitat d'inducció la que

provoca la lisi de la població bacteriana, visualitzat seguint la Abs6oo del cultiu. Encara que

aquest test no presenta complicació per a la seva utilització al laboratori, presenta alguns

inconvenients com és la rapidesa quan es tracta d'identificar un gran nombre de soques,o la

seva sensibilitat a la fase de creixement del bacteri, que fa que a vegades obtinguem com a

resultat falsos negatius. Aquest test doncs es pot considerar insuficient en alguns casos, i les

dificultats que presenta ens ha portat a buscar una altra alternativa en la identificació de

soques lisogèniques.

La identificació de la presència del profag en un bacteri per l'anàlisi directa del

genoma, ens hauria de permetre una identificació ràpida i segura. Des de no fa gaire temps

s'han desenvolupat mètodes d'identificació de microorganismes, basats en la hibridació de

sondes específiques amb el DNA cromosòmic, donant molt bons resultats (Kurita et al.,

1986; Petrick et a/., 1988; Fremaux, 1990). Aquest mateix principi podria ser utilitzat en la

detecció de soques lisogèniques, basat en la utilització de sondes obtingudes a partir del

DNA del fag i hibridades amb el DNA bacterià. La temptativa de posar-ho en pràctica serà

l'objectiu del nostre treball.

La sonda utilitzada ha de ser capaç de detectar el més gran nombre possible de

profags, de manera que una única sonda ens serveixi per detectar els percentatges de

lisogènia en la flora indígena o de qualsevol soca utilitzada en el laboratori.

La gran homologia entre el DNA dels diferents fags ens permet detectar els profags

amb una sola sonda preparada amb el DNA d'un sol fag. Si no fos així el mètode

presentaria un gran inconvenient ja que només podríem hibridar amb fags que presentessin
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una forta homología entre ells i això ens impediria una altra vegada l'estudi d'un gran
nombre de soques.

3.5.1 - Detecció del DNA fàgic per hibridació molecular amb el DNA bacterià

a^Determinació dels límits de detecció de la sonda

Fins ara les sondes construïdes a partir del DNA fàgic les havíem utilitzat per a la

detecció directa del DNA fàgic total purificat. A continuació es va intentar poder utilitzar

aquestes sondes per detectar la lisogènia en les soques de L. œnos, es a dir detectar la

presència d'un profag en el cromosoma bacterià.

El cromosoma de L. œnos és gran (1,6 106 pb) comparat amb el DNA fàgic, aquest

fa entre 1/25 i 1/50 del cromosoma, segons el fag. Per això, en les hibridacions DNA

bacterià / DNA fàgic caldrà tenir en compte la quantitat de DNA bacterià hibridat, de

manera que hi hagi sempre una quantitat suficient de DNA del profag per poder ser
detectat. Aquesta quantitat mínima détectable va ser determinada en l'experiència següent:

El DNA purificat de 5 soques (LOD004, D7.1, LOD021, DV40.4 i DV35.5) van ser

colocades sobre una membrana de niló en quantitats diferents: 200ng, 150ng, lOOng, 50 ng,
lOng, Ing. Es va hibridar amb la sonda <I> DV44.4 a una concentració de 8 ng DNA/ml de

solució d'hibridació marcada amb la digoxigenina. Les condicions d'hibridació van ser

astringents per evitar les associacions inespecífiques i per assegurar que quan es trobe

senyal d'hibridació fos perquè el profag hi era present.

A la figura 3.17c veiem que en aquestes condicions la senyal d'hibridació obtinguda

és clara quan les quantitats de DNA provades estan entre 200 ng i 50 ng, encara que són

molt evidents entre 200 ng i 100 ng. Quan la quantitat de DNA provat disminueix a 10 ng,

el resultat varia entre les diferents soques:'per la LOD021 i la DV40.4 la senyal d'hibridació

és força clar però, per a la resta de soques la senyal és menys evident. Quan la quantitat

provada és d'l ng veiem que el senyal és clara únicament per a les soques LOD021 i D V

40.4 mentre que per a les altres és quasi inexistent.
Veiem doncs que amb 10 ng de DNA bacterià n'hi ha suficient per detectar el profag

integrat en el cromosoma. Calculant el nombre de copies de cromosomes bacterians i per
tant d'un fag que hi ha en 10 ng de DNA bacterià, s'obtenen unes 5,7 106 còpies i per tant

un mateix nombre mínim de bacteris. Aquesta serà la quantitat mínima de DNA bacterià

necessària per a poder fer k detecció per hibridació en dot-blot.
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200 150 100 50 10 1 (ng)

Figura 3.17: a i b resultats de les hibridacions en dot-blot entre el DNA de 18 soques de
bacteris i la sonda <I> DV44.4 marcada amb la digoxigenina, a: en condicions

normals d'hibridació, b: en condicions d'astringència. c: resultats d'hibridació en dot-

blot entre diferents concentracions de DNA ( 200ng, 150ng, lOOng, 50ng, lOng,
Ing) de 5 soques de bacteris amb el DNA del fag <í> DV44.4 marcat amb la

digoxigenina.
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tròHibridaçió del DNA bacterià amb el DNA fàgic

Una vegada coneguts els límits de detecció de la sonda sobre el DNA bacterià total,

podem començar a provar les soques de la col·lecció per verificar la seva lisogènia i poder

comparar aquests resultats amb els resultats obtinguts amb la mitomicina C. La

determinació es va fer per hibridació del DNA bacterià purificat amb una sonda obtinguda a
partir <ï> DV44.4 marcada amb la digoxigenina.

En un primer assaig es van triar 18 soques (figura 3.17a) de la col·lecció per

comprovar la seva condició de lisogèniques. El DNA genòmic d'aquestes 18 soques va ser

extret a partir de 100 ml de cultiu en fase exponencial de creixement. La quantitat de DNA
així obtingut oscil·lava entre 150-200 ng/^il, i van ser resuspesos en 10 jil d'aigua destilada

estèril. La quantificació va ser feta basant-se en la proporcionalitat existent entre la

quantitat de DNA i la fluorescencia observada sota llum UV en presència de bromur d'etidi;

la quantitat de DNA és determinada per comparació amb les quantitats conegudes de les
bandes del fag A, digerit per l'endonucleasa Hind III.

La fixació sobre membrana es va fer pel mètode de dot-blot (fixació del DNA en

solució) posat per capil.laritat sobre una membrana de niló prèvia desnaturalització per

calentament a 100°C.

Quan hibridem la nostra sonda amb el DNA cromosòmic cal d'estar segurs que no

obtindrem hibridacions inespecífiques entre el fag i el bacteri que emmascarin els nostres

resultats. Per poder verificar que no existeixen aquests tipus de problemes, la solució seria

tenir una soca lisogènica i la mateixa soca a la qual li hauríem eliminat el profag, però això,

de moment, no és possible degut a les dificultats per obtenir una soca "curada" del seu

profag. Paral·lelament podem fer altres proves que ens donguin també la seguretat que no hi

han hibridacions entre el fag i el bacteri.

En primer lloc verificarem si les soques que hem considerat no lisogèniques amb el

test de la MC no hibriden amb la nostra sonda, aquesta serà una bona garantia de que el

senyal d'hibridació l'obtenim només quan la soca és lisogènica. Es per això que entre les 18

soques n'hem triat 4 de no lisogèniques.

En segon lloc podem utilitzar les condicions d'hibridació que garantitzin una

hibridació entre regions realment homòlogues. Les condicions d'hibridació habituals en el

nostre treball són d'una astringencia considerable, però, per assegurar-nos encara més que

la sonda híbrida únicament amb el fag, augmentarem l'astringència de la solució

d'hibridació i de les solucions de rentat de la membrana.

Si veiem alguna diferència podrem dir que l'astringència en les condicions

d'hibridació són primordials per a la detecció del profag.
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L'astringència l'augmentem disminuint la concentració de SSC i mantenint la

temperatura sempre a 65°C. En la solució d'hibridació (taula 3.8) variem la concentració de

sal perquè la temperatura és ja molt astringent. En les solucions de rentat variem la

tamperatura i la concentració de sal.

Taula 3.8: Condicions d'hibridació utilitzades en la hibridació de les soques de bacteris.

Condicions d'astringencia Condicions habituals

Solució d'hibridació 3x SSC, 65°C

Solució de rentat 0,lx SSC, 65°C

4 vegades durant 15

minuts

Solució d'hibridació 5x SSC, 65°C

Solucions de rentat 2xSSC 2 vegades 5
minuts a T° ambient
O, Ix SSc 2 vegades 5

minuts a 65°C

Després de la hibridació es va observar que les soques que havíem descrit com a no

lisogèniques pel test de la MC no hibridaven amb la nostra sonda (figura 3.17b). La resta de

soques provades, les quals donaven positiu al test de la MC, donaven també senyal

d'hibridació.
La identificació de les soques lisogèniques dóna, fins ara, els mateixos resultats que

s'havien obtingut amb el test de la MC. L'únic avantatge que s'obté és que la hibridació ens

assegura la presència d'un profag, en canvi quan s'utilitza la MC podem trobar resultats no

massa clars que ens obliguin a repetir la experiència i per tant una pèrdua de temps

considerable, tenint en compte el temps de creixement dels bacteris.

El mètode d'hibridació té l'avantatge de ser més ràpid i més segur però té

l'inconvenient que s'ha d'extreure i purificar el DNA bacterià. Aquest és un procés
relativament llarg, per tant cal troba una altra manera de detectar el profag.

3.5.2 - Detecció de la lisogènia sobre cèl·lules senceres. Hibridació en spot i
hibridació sobre colònia

Si podem evitar l'extracció del DNA bacterià per procedir a la hibridacció el test és

molt més senzill i ens permetrà d'analitzar un gran nombre de soques assegurant un resultat
ràpid i segur. Basant-nos en el mètode utilitzat per provar la presència de DNA clonat en
bacteris recombinants, es va intentar hibridar la nostra sonda amb el DNA bacterià sobre
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una membrana de niló a partir de colònies, tal com s'ha explicat a l'apartat de Materials i

Mètodes.

El nombre de cèl·lules de L. œnos en una colònia esta als voltants de 109, cosa que

vol dir que només que hi hagi una còpia de fag per cèl·lula en tindrem suficient per saber si

la colònia està formada per cèl·lules lisogèniques o no, donat que vam veure que el límit de

detecció és de 5,7 106 còpies. La hibridació sobre colònia la utilitzarem més endavant per a

la detecció de soques lisogèniques en una barreja de bacteris desconeguda.

En una placa de Petri es van sembrar 50 soques diferents de la col·lecció IOEB

posant sobre el medi sòlid Ijal d'un cultiu de 24 hores de les diferents soques. S'incubarven

a 25°C durant 5 dies i després es van transferir les colònies sobre una membrana de niló de

la mateixa manera que ho fem per la hibridació sobre colònia. Aquest sistema és pràctic

perquè es poden analitzar un gran nombre de soques al mateix temps.

Les senyals d'hibridació a partir de sPot posat sobre el medi de cultiu són menys

netes que quan es fa la transferència sobre membrana a partir d'una sola colònia, el resultat,

però, és igualment visible.

De les 50 soques provades, 45 van donar senyal d'hibridació, cosa que representa un

percentatge de lisogènia del 90%. Aquest valor és netament més elevat que el percentatge

que vam obtenir fent el test de la mitomicina C (45%). Aquesta diferència ve donada

segurament pels problemes que presenta la utilització de la MC, com ja hem explicat. La
fase de creixement del culüu és molt important per obtenir un efecte visible. Quan estudiem

moltes soques a la vegada, la fase de creixement entre elles pot variar i segurament durant

l'anàlisi de les soques en alguns casos vam utilitzar cultius d'una fase de creixement massa

avançada, la qual cosa ens va fer obtenir falsos negatius en els resultats. Aquesta es

segurament la raó d'aquesta diferència en els percentatges.

Veiem doncs que els percentatges de lisogènia, calculats a partir d'una petita mostra

de la població, ens dóna una valor força elevat. No és de extranyar doncs que en el vi es

trobin també percentatges elevats de soques lisogèniques.

3.5.3 - Hibridació del DNA d'un fag de L.cenos amb el DNA cromosòmic de
diferents espècies de bacteris làctics

Per verificar que les sondes utilitzades en el nostre treball són específiques dels fags

de L.œnos es va fer una hibridació sobre diferents espècies lisogèniques de bacteris làctics

que es troben en el vi.

Quan hi ha hibridació entre dues molècules de DNA en condicions d'astringència

com les que utilitzem correntment en aquest treball vol dir que es tracta de DNA amb
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percentatges d'homologia elevats. Creiem que aquesta homología no existeix entre fags de

diferents espècies, però ho volem verificar.

Les diferents espècies utilitzades en la hibridació pertanyen a la col·lecció IOEB i

han estat aïllades de diferents vins:

Leuconostoc mesenteroides 8607 Lactobacillus plantarían 8512

Leuconostoc mesenteroides 8902 Lactobacillus plantarían 8603

Lactobacillus hllgardii 7701 Lactobacillus plantarum 9113

Lactobacillus hilgardii 8510 Lactobacillus plantarum 8904

Lactobacillus hilgardü 7902 Lactobacillus casei 8606

Lactobacillus hilgardii 9103 Lactobacillus casei 9104

Lactobacillus brevis 8511

Lactobacillus brevis 8907

Vam extreure el DNA de les diferents espècies a partir de 10 ml de cultiu. 100 ng de

cada DNA va ser colocat sobre una membrana de niló i hibridat amb dues sondes
obtingudes per marcatge fred del DNA dels fags <I> DV44.4 i 4> LODO 19. La concentració

de la sonda és de 8 ng/ml de solució de hibridació. Les condicions d'hibridació són les

descrites en els Materials i Mètodes.

No vam observar senyal d'hibridació en cap dels DNA bacterians. Els fags de L.

ceños no hibriden amb els profags integrats en el cromosoma bacterià d'altres espècies de

bacteris làctics.

Per verificar que es tractava de soques lisogèniques, es va fer el test de la

mitomicina C seguint el mateix protocol que es va utilitzar per L. oenos. Només vam trobar

dues soques que donaven negatiu al test i per tant considerem que no són lisogèniques,

aquestes són Lactobacillus hilgardii 7902 i Lactobacillus brevis 8511, la resta són totes

lisogèniques.

Això és important perquè quan detectem un senyal d'hibridació en els nostres

treballs podem assegurar que es tracta sempre de fags provinents de L. œnos o bé de soques

lisogèniques de L. œnos.

3.5.4 - Temptativa de diferenciació de soques de L. oenos per hibridació en
Southern del seu DNA amb el DNA fàgic

L'estudi del perfil de restricció del DNA cromosòmic de L. oenos permet

diferenciar, en alguns casos, les soques entre elles. Aquest mètode, però, és complicat en si

mateix pel gran nombre de bandes obtingudes en l'electroforesi del DNA digerit i per la
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presència de DNA extracromosòmic específic de cada soca (Fremaux, 1990). Es per això

que es continuen buscant altres maneres de poder reconèixer les soques si elles per tal

d'identificar aquelles que poden tenir interès.

Les soques que contenen un profag en el cromosoma són, com s'ha vist en els

apartats anteriors, fàcilment détectables per hibridació amb una sonda fàgica. Es va pensar

que es podria fer una millor explotació dels resultats d'electroforesi utilitzant el mètode de

Southern per hibridar després amb el DNA fàgic utilitzat com a sonda.

El DNA genòmic d'li soques va ser extret segons la tècnica descrita als Materials i

Mètodes. Aproximadament 900 \ig d'aquest DNA van ser digerits, en presència

d'espermidina, la qual afavoreix l'acció de l'enzim de restricció, amb 10 unitats de l'enzim

Eco RI (figura 3.18 a).

1 11

Figura 3.18 a: resultats obtinguts a l'electroforesi en gel d'agarosa del DNA cromosòmic
d'l 1 soques, digerit amb l'enzim Eco RI. Pista 1: marcador de pes molecular X. Hind

lu, a partir de la pista 2 d'esquerra a dreta les soques són les següents: DV29.2,

DV41.1, D7.1, DV42.7, DV13.4, D31.2, DV44.4, DA27.4, DV40.4, DV47.10,

DV42.3.

Després de l'electroforesi en gel d'agarosa 0.8%, els fragments van ser transferits

sobre membrana de niló i hibridats amb la sonda <I> LODO 17 a 65 "C durant 12 hores. Els

resultats de l'hibridació es mostren a la figura 3.18 b.
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Podem observar que els perfils són més senzills; en aquest cas només veiem les

bandes que contenen el DNA fàgic.

I

Figura 3.18 b: Resultats de la hibridació en Southern de les 11 soques que es mostren a la

figura 3.18 a amb la sonda <I> LODO 17 marcada amb 32P. A la pista 6 no es veu

senyal d'hibridació perquè es tracta de la soca indicadora no lisogènica. A la pista 1

tampoc hi ha hibridació perquè és el marcador de pes molecular.

Si comparem aquests perfils amb els obtinguts a la restricció d'alguns dels fags

provinents d'aquests bacteris, DV41.1, DV13.4 i D7.1 (Figures 3.12 i 3.13) veiem que no

coincideixen Això podria venir de les digestions parcials del DNA cromosòmic i fàgic.

Aquest és el problema amb el qual ens trobem quan volem diferenciar soques d'aquesta

manera i que impedeix utilitzar-lo sistemàticament d'un gran nombre de soques, no obstant,

en casos molt concrets es podria utilitzar pel seguiment d'implantació d'una soca en un medi

determinat.
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3.5.5 - Discussió i conclusions

La utilització de sondes construïdes a partir de DNA fàgic per al reconeixement de
soques lisogèniques ha demostrat ser un mètode més ràpid i segur que el test de la

mitomicina C. Aquest últim és vàlid quan el nombre de soques és petit i podem determinar

bé la fase de creixement dels cultius però, quan treballem amb un nombre elevat de soques,

és difícil que totes arribin al mateix temps a la fase de creixement que necessitem. Per altra

banda, el seguiment de cada una d'elles per separat complicaria molt el treball. L'avantatge

principal de l'utilització de sondes és que el DNA de qualsevol fag hibrida amb el DNA

dels altres fags i això ens permet detectar un gran nombre de soques lisogèniques contenint

fags diferents Al mateix temps, els fags de L. oenos no hibriden amb els fags d'altres

espècies, la qual cosa ens permet saber en tot moment que treballem amb la mateixa

espècie.

El limit de detecció de la sonda és elevat i per tant el nombre de bacteris que

necessitem per posar-los en evidència és d'un mínim de 106.

La temptativa de diferenciació de soques per hibridació d'una sonda fàgica amb el

DNA cromosomic en Southern, no s'ha mostrat molt eficient, degut a problemes de digestió

parcial del DNA cromosomic. No hem aprofundit gaire en l'utilització d'aquesta tècnica en
el nostre treball i per tant no podem assegurar que sigui vàlida per la caracterització de les

diferents soques de bacteris i quins resultats podem trobar en el cas de que es canvií de

sonda. No obstant, creiem que es podria utilitzar per al seguiment d'una soca ben coneguda

de la qual coneixem el seu perfil d'hibridació obtingut a partir de digestions separades amb

diferents enzims de restricció, de manera que estigui ben caracteritzat, i en un cas així,

aquest perfil el podríem diferenciar d'altres provinents d'una barreja de soques

desconegudes.
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3.6 - EFECTES DELS BACTERIOFAGS EN ELS CULTIUS DE

BACTERIS

3.6.1 - Inducció espontània dels bacteriòfags per les soques lisogèniques

L'acció de diferents agents mutàgens sobre un cultiu és la causa d'una sèrie de

mutacions sobre els bacteris,que entre altres coses, provoquen la inducció del profag en les

soques que són lisogèniques. Aquesta inducció però es pot donar de forma espontània
provocant la lisi ceüular. L'eliminació d'una part de la població degut a aquest fenomen

pot tenir importancia a nivell industrial, sobre tot si aquesta inducció és elevada.

Aquí es pretén veure si aquest fenomen és corrent en les soques de L. oenos i si

afecta o no a una gran part de les cèl·lules d'un cultiu per així poder avaluar la seva

importància.

Després d'haver analitzat la nostra col·lecció de soques lisogèniques, s'ha vist
compte que en tots els casos hi havia inducció espontània. S'ha intentat quantificar aquesta
inducció i comparar entre les diferents soques. També s'ha comparat la inducció espontània

i la inducció amb la MC de les diferents soques.

Per verificar la inducció espontània es van agafar 17 soques lisogèniques de la

col·lecció i és va procedir de la següent manera: es va fer créixer un cultiu de 10 ml de

MRS a 25°C. Al cap de 24 hores es va agafar una alíquota, es va filtrar i van ser recuperats

0,4 ml per fer el comptatge de fags utilitzant el mètode habitual de la doble capa. El cultiu

va ser incubat fins a 48 h i després es va fer un segon comptatge.

Els resultats obtinguts van ser els següents:

Després de 48 h d'incubació es va fer el comptatge de fags lliures en els 17 cultius.

El nombre de fags varia entre ells; 5 soques presenten una inducció de 105 UFP/ml, 5

soques presenten la inducció es de 104 UFP/ml, 6 soques per les quals la inducció és de

103 UFP/ml, i finalment 1 soca que presenta 102 UFP/ml. El nombre de soques expressat
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en percentatge i les seves quantificacions de fags corresponents es relacionen en la taula
3.9.

Per a totes les soques lisogèniques en les que es va determinar l'existència

d'inducció es van trobar partícules fàgiques lliures en el medi, cosa que fa pensar que la

presència de fags en un medi en el qual creixen bacteris lisogènics es un fenomen corrent.

En aquests cultius hi ha sempre una part de la població dins del cultiu que indueix

espontàniament el fag.

Aquest fenomen és degut a la inactivació del repressor el qual impedeix el cicle de

multiplicació normal del fag. La probabilitat de mutació sobre el gen que codifica pel

repressor serà la mateixa que per una altra mutació i serà sempre la mateixa per una soca

determinada. Per tant la inducció espontània mesurada en UFP/ml en un cultiu bacterià es

quasi be sempre el mateix.

El nombre de fags comptats per inducció expontànea al cap de 48 hores de cultiu

pot variar entre les soques, i això pot ser degut, a part del sistema de repressió, a la

rapidesa de creixement dels bacteris. Si fem el comptatge abans de 48h d'incubació a 25°C

no tots els cultius presenten fags induïts. Contràriament, al cap de 48h, si la soca en cultiu

és lisogènica, presenta inducció del profag, per tant hem d'estar en plena fase exponencial.

Taula 3.9: Distribució dels percentatges de soques que presenten diferents quantitats

d'inducció espontània.

UFP/ml
105

104

103
102 ,

Percentatge
29%

29%

35%

6%

Problemes que presenta la inducció espontània

Quan resembrem regularment les soques lisogèniques, veiem que aquest conjunt de
bacteriòfags en el medi és present contínuament, però no afecta al creixement bacterià. Els

cultius presenten una corba de creixement normal i si no fos pel comptatge específic dels

fags, no sabríem que hi són presents. En alguns casos, depenent de la soca, la inducció

espontània pot ser massiva i produir-se al mateix temps, donant una desaparició completa
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del cultiu. Aquest fenomen s'ha pogut verificar en dues soques de la col·lecció les quals

manteníem permanentment en cultiu, LOD021 i LODO 13.

La desaparició de la població es produïa al cap de 7 - 9 resembráis, depenent dels

casos. Aquestes soques que en principi van ser seleccionades per a la seva explotació

industrial per la producció d'estarters, van ser eliminades per la seva facilitat a induir el

fag, causant enormes pèrdues degut a la disminució completa de la biomassa.
La inducció espontània en les soques lisogèniques ens impedeix d'utilitzar-les com

a soques indicadores, sobretot quan multipliquem el fag per obtenir el seu DNA. La barreja

de bacteriòfags podria portar algunes confusions en el perfil de restricció.

3.6.2 - Efecte d'una soca lisogènica sobre una soca sensible al profag

La presència d'una soca lisogènica en un medi podria afectar les proporcions de la

població de diferents soques sensibles als fags. La inducció espontània de fags en el medi

per part dels bacteris lisogènics podria ser l'origen de la desaparició d'aquestes soques. Cal

conèixer si les soques sensibles poden sobreviure o són completament eliminades i si això

fa augmentar el nombre de fags en el medi.

Aprofitant el fet que tenim una sonda que híbrida amb les soques lisogèniques i ens

permet de diferenciar les colònies per hibridació, ens vam proposar de veure si existeix una

veritable competència entre dues soques, deguda a la presència del fag induït per una

d'elles.

Dues soques lisogèniques (LOD004 i LOD021) incubades durant 48 hores a 25°C,

es van sembrar cada una d'elles amb una soca no lisogènica EFA24, sensible als dos fags

d'aquestes soques. La sembra es va fer en 300 ml de MRS suplementats amb 25 mM de

CaCl2. Es va fer un comptatge de l'inocul per saber el nombre de bacteris lisogènics que

van ser afegits i un comptatge també del nombre de fags que hi havia en l'inòcul. Aquests

provenien de la inducció espontània de la soca.

A la taula 3.10 es mostren els resultats obtinguts. El t=0 es el moment en que s'ha
fet la barreja de soques. L'inòcul que s'ha afegit ha estat comptat per saber el nombre de

bacteris que afegim de cada soca. El nombre de fags a t=0 representa les partícules

fàgiques que s'han afegit amb l'inòcul al medi, provinents de la inducció espontánea.

Per la soca LOD021 no trobem inducció espontània en el moment en què es va fer

la barreja, cosa que no vol dir que aquesta soca no indueixi espontaneament el seu profag

però el moment de la inducció no és el mateix per les diferents soques. En el cas de la soca

LOD004 la inducció espontània es important encara que es troba dins dels limits normals
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que trobem en les soques lisogèniques de la nostra col·lecció. Desprès de 48 hores fem el
comptatge de bacteris i de fags en cada un dels dos flascons.

La diferenciació entre les dues soques es pot fer gracies a que LOD004 es
lisogènica i EFA24 no ho és. Amb les plaques on s'ha fet el comptatge de bacteris,s'ha fet
una hibridació sobre colònia amb una sonda obtinguda a partir del DNA del fag DV44.4 el
qual sabem que híbrida amb els DNA de <ï> LOD004 i <ï> LOD021.

Taula 3.10: Resultats obtinguts del comptatge dels bacteris i dels fags en l'inocul i en la
barreja de soques després de 48 hores.

Temps (hores)

0
0

0

48

48

Soques

EFA24
LOD004

LOD021

Bareja de:
EFA24

LOD004

Bareja de:
EFA24

LOD021

Bacteris/ml

1,3 10?
3,2 108

7,6 106

% f •. •.

6106

7,7 10?

absència
1,1 10?

fags/ml

1,3 104

absència

' "

2,41o4

7,61o4

Quan comparem el nombre de colònies que donen senyal d'hibridació i el nombre
de colònies obtingudes sobre la placa, veiem que en el cas del flascó on hem barrejat
LOD004 i EFA24, obtenim 6 colònies que no donen senyal d'hibridació la qual cosa vol
dir que no són lisogèniques i per tant deduïm que es tracta de EFA24. El nombre de fags
en aquest flascó ha augmentat de 1,1 104 UFP/ml, que poden venir de la inducció
espontània però sobretot de la multiplicació que s'ha pogut fer sobre la soca sensible la
qual ha réduit la seva població en una quantitat de 7 106 bact/ml.

En la placa obtinguda amb el flascó on hem barrejat LOD021 i EFA24, trobem que

totes les colònies comptades hibriden amb la sonda obtinguda del DNA fàgic, la qual cosa
fa pensar que no queda cap bacteri de la soca EFA24. El nombre de fags en el cultiu ha
passat a ser 7,6 104, cosa que implica una multiplicació ja que si fos solament per inducció
espontània la població de LOD021 hauria disminuït en comptes d'augmentar.

Podem veure doncs que la presència d'una soca lisogènica en un cultiu de soques

sensibles pot modificar les proporcions en les poblacions. El mètode d'hibridació sobre

122

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI DE LISOGÈNIA DE LEUCONOSTOC OENOS I INCIDÈNCIA DELS BACTERIÒFAGS SOBRE LA FERMENTACIÓ MALOLÀCTICA DEL VI 
Montserrat Poblet Icart 
DL:T-1578-2009 / ISBN: 978-84-692-4539-2



Resultats: efectes dels bacteriòfags sobre els bacteris

colònia utilitzant les nostres sondes obtingudes a partir del DNA d'un fag, ens permet de

verificar i quantificar aquestes variacions encara que estem limitats sempre a determinar la

competència només entre soques lisogèniques i no lisogèniques. Aquesta competència ha

estat determinada solament en medi de cultiu MRS i no en el vi. Depenent del medi en el

qual es troben els bacteris aquesta competència pot variar.

3.6.3 - Discussió i conclusions

La inducció d'un profag semblava, en un principi, lligat a la presència d'algun agent

mutagen en el medi, o si més no, a la presència de compostos que podrien provocar

aquesta inducció. No obstant, es va poder verificar que en condicions normals de

creixement, en medi de cultiu no addicionat per cap agent extern, es podien posar en

evidencia partícules fàgiques infectives, les quals provenien de la inducció espontània dels

profags integrats en el cromosoma dels bacteris lisogènics que estaven en cultiu. Aquesta

inducció es constant i es manté al llarg del creixement de la població bacteriana. El

represor codificat pel DNA del profag li permet de mantenir-se dins el bacteri sense

expressar-se. A cada generació, aquest repressor que assegura el manteniment del profag

en estat latent es desnaturalitza en una petita part de la població bacteriana on el fag

segueix un cicle de multiplicació virulent. Es doncs explicable que es trobin sempre fags

lliures en un cultiu de cèl·lules lisogèniques. Es aquesta inducció espontània, la que dóna

lloc als problemes en la utilització de soques lisogèniques en els processos de fermentació

industrials i en el cultiu de bacteris per a la obtenció d'estàrters.

L'inconvenient d'aquesta inducció es dóna a dos nivells. D'un costat en el cas de

cultius industrials en què es produeix una sola soca, la inducció espontània pot ser massiva

en un moment donat i fer desaparèixer tota la població bacteriana. Per altra banda, quan

ens trobem amb cultius mixtes de diferents soques i entre elles n'hi ha de lisogèniques que

indueixen el seu profag, podem eliminar les altres soques, en el cas que aquestes siguin

sensibles al fag, la qual cosa faria disminuir el nombre de bacteris i per tant la producció

tant de biomassa, en el cas de la producció d'estàrters, com en la pèrdua de producte final

de fermentació.

L'efecte que poden tenir les soques lisogèniques sobre les soques no lisogèniques

sensibles al seu profag, era fins ara difícil d'observar degut a la dificultat de diferenciar les

soques entre elles. La possibilitat d'utilitzar una sonda de DNA fàgic que ens pugui posar

en evidència les soques que contenen un profag, ens permet fer una primera diferenciació
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entre elles. Aquestes sondes ens permeten també valorar les variacions en la població de

las diferents soques.

La utilització d'aquest mètode no deixa de ser però molt limitat degut a que només

podem diferenciar dues soques una de les quals ha de ser lisogènica. Si és aquest el cas,

podrem seguir el procés d'implantació de les soques en un medi determinat o bé detectar

la seva pèrdua.

En aquest treball s'ha intentat veure si el fag induït espontàniament per una soca

lisogènica podia afectar a la supervivència d'una altra soca sensible a aquest fag. Els

resultats que hem pogut observar són que el fag afecta a la soca sensible. En el cas de la

barreja de la soca EFA24 i LOD004, el nombre de fags al cap de 48 hores augmenta, en

part per la inducció espontània i en part també per la seva multiplicació sobre la soca

EFA24. Si s'haguessin fet els comptatges.de fags durant més temps (3-4 dies) segurament

el nombre de fags seria més elevat que al cap de 48 h degut a que la soca lisogènica hauria

tingut més temps per induir els fags. Això ens hauria permès comprovar si la soca sensible

era completament eliminada del cultiu o bé si la quantitat de fags induïts no seria mai

suficient per contrarestar el creixement bacterià i la lisi seria només d'una part de la

població. Aquests dos punts s'haurien de verificar.

En el cas de la barreja de les soques EFA24 i LOD021 al cap de 48 hores no queda

cap bacteri no lisogènic. Aquests han desaparegut sens dubte degut a la infecció pels fags

induïts de la soca lisogènica. En aquest cas la influència d'una soca sobre l'altra ha estat

molt dràstica provocant la seva eliminació però no podem assegurar que sigui en tots els

casos igual i que algunes soques poguessin conviure amb fags que poden lisar-les.
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3.7 - MODIFICACIONS DE L'ESTAT DE LISOGÈNIA EN LES

SOQUES DE LEUCONOSTOC ŒNOS.

3.7.1 - Temptativa de lisogenització d'una soca no lisogènica

Fins ara, les soques lisogèniques amb les quals s'ha treballat, contenien el profag
integrat en el cromosoma bacterià des del moment del seu aïllament del vi. L'estat de
lisogènia es troba molt sovint a la natura. Els percentatges de lisogènia descrits a la
bibliografia són sovint elevats, com s'ha vist també en el nostre treball.

La forma en què un bacteri esdevé lisogènic no està encara massa clar ja que quan
el fag infecta el bacteri té dues possibilitats: seguir el cicle lític o bé el cicle lisogènic. La

continuació de la seva multiplicació o la seva integració depèn de diferents factors de
regulació provenents del bacteri, del fag i de les condicions de cultiu. En el fag X la

freqüència del fenomen de lisogènia depèn de la quantitat de repressor produït en el
moment de la infecció. A la bibliografia sembla bastant extesa la idea de què barrejant un
fag atemperat amb un bacteri no lisogènic i susceptible de ser infectat pel fag, aquest
incorpora el DNA del fag al seu cromosoma, passant a un estat de lisogènia. Quan això
s'ha intentat fer al laboratori s'ha vist que el procés de lisogeneització és difícil
d'aconseguir, perquè no tots els fags ate'mperats són capaços d'integrar-se en el genoma

bacterià (Barksdal i Arden, 1974). En els bacteris làctics no s'ha trobat cap treball en
aquest sentit.

L'interès de la lisogenització d'una soca no és altra que la de trobar un vector que
faci posible la integració d'un material genètic extern a la cel.lula en el cromosoma
bacterià. En aquest sentit, s'han fet alguns intents utilitzant un fag aïllat directament del vi
sobre una soca de L. œnos sensible al fag (Denayrolles M., 1994), que no van donar bons
resultats. En realitat no es coneixia si el fag utilitzat podia seguir el cicle lisogènic ni si el
bacteri era susceptible de ser lisogenitzat. Per això creiem que es important conèixer la

capacitat i el percentatge de lisogenització entre un bacteri i el fag, la qual cosa ens donarà
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una idea de si és possible o no la integració. No obstant això no ens assegura que sigui

possible.

Aqui s'ha intentat integrar el DNA d'un fag aïllat directament del vi a un bacteri no

lisogènic i sensible a aquest fag. El mètode utilitzat reprodueix les condicions naturals en

les que es podria donar la lisogenització, és a dir, posar en contacte el fag i al bacteri.

L'elecció del fag i del bacteri s'ha fet seguint el criteri que només es poden

lisogenitzar les soques de bacteris que són capaces de ser infectades pel fag i que aquest ha

de ser lisogènic, és a dir, que ha de tenir els mecanismes necessaris per integrar-se en el

cromosoma bacterià.

El fag triat en el nostre experiment ha estat aïllat del vi. Fins ara, a la bibliografia,

tots els fags aïllats del vi s'han considerat com a fags virulents, es a dir, que han perdut la

capacitat d'integrar-se al cromosoma bacterià. El fet que aquests fags es multipliquen més

ràpidament que els fags de col·lecció i amb una eficiència més elevada, va fer pensar

també que es tractava de fags virulents, però no obstant ho vam verificar intentant la seva

lisogenització en la soca D31.2.

a^ Descripció del mètode utilitzat

Un cultiu de 24 hores de la soca D31.2, utilitzada com a soca indicadora en el
nostre treball, s'ha posat en contacte amb el fag í> T92.2, aïllat directament del vi, en una

concentració final de 1.107 UFP/ml en 10 ml de MRS. El medi de cultiu és suplemental

amb 25 mM de CaCh. S'incuba durant 48 hores a 25°C, fins a l'obtenció d'un lisat que

podem observar directament per comparació amb un cultiu control al qual no se h' ha afegit

el fag.

Recuperem els bacteris que han sobreviscut a la infecció perquè normalment són

les cèl·lules que han integrat el fag al. seu cromosoma, centrifugant el lisat durant 10
minuts a 12000 \g El sediment es resuspèn en 1 ml de MRS i es sembra sobre MRS sòlid

després d'haver fet les dilucions convenients, a fi d'obtenir diferents clons i analitzar la

seva possible lisogènia.

b) Detecció dels clons lisogenitzats

Per detectar els clons que han incorporat el bacteriòfag es fa una hibridació sobre
colònia, la qual ens permet de discernir ràpidament, sense necessitat de tractar els clons un

per un, reconèixer els que han incorporat el bacteriòfag. Les colònies són transferides
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sobre membrana de niló i hibridades amb la sonda obtinguda a partir del DNA de
<ï>LOD019. El DNA d'aquest fag hibrida amb el DNA del fag T92.2 i es per això que el

podem utilitzar com a sonda per la hibridació.

La sonda s'obté pel marcatge de 10 ng del DNA total del bacteriòfag. El mètode
utilitzat es el marcatge fred amb la digoxigenina. Després de desnaturalitzar la sonda a

100°C durant 10 minuts s'hibrida amb el DNA bacterià fixat sobre la membrana.

Les plaques de Petri utilitzades per transferir sobre membrana es tornen a posar a

25 °C durant 5 dies per fer créixer novament les colònies i així poder ser recuperades més

tard. Les colònies que hibriden són localitzades sobre les plaques per comparació amb la

membrana i recuperades per posar-les en cultiu dins 1 ml de MRS que serà incubat a 25°C

durant 48 hores.

Dues plaques han estat transferides sobre membrana contenint cada una d'elles 46 i

52 colònies. La senyal d'hibridació és detectada en tres colònies de cada una de les

plaques. Les 6 colònies són recuperades, a més d'una colònia que no hibrida, la qual ens

servirà de control.

Els clons han estat numerats d'l a 8. El clon n. 8 correspon a la colònia que no dóna

senyal d'hibridació, els set clons restans s'han numerat d'l a 7 i coresponen a les colònies

que donaven una forta senyal d'hibridació.
El percentatge de soques lisogenitzades que es troben en aquest experiment es de

6,5-9,6%. Aquest percentatge però serà verificat per altres tècniques per a la seva

confirmació.

La freqüència de lisogeneització s'ha provat una segona vegada utilitzant el mateix

mètode. Després de la hibridació de les colònies amb la mateixa sonda que en el cas

anterior trobem que el percentatge d'hibridació és del 7% del total de colònies obtingudes,

valor que no s'allunya massa del trobat la primera vegada.

c) Inducció del profag

Una primera verificació de la integració del DNA fàgic dins el cromosoma bacterià

és la seva inducció amb mitomicina C. Cada un dels set clons es van posar en cultiu en dos

tubs de 10 ml de MRS. A un dels tubs se li afegeix la mitomicina C en una quantitat final
d'l |ig/ml. Desprès de 48 hores d'incubació s'observa a simple vista l'existència del lisat.

Per als clons n. 1,2, 4, 5, 6, 7 podem veure, a simple vista, una lisi quasi completa

del cultiu per comparació amb el cultiu control; per al clon n. 8 la MC no afecta el seu
creixement donat que no és lisogènic. Per al clon 3 no hi ha senyal de lisi després de la

inducció amb la MC.
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Per posar en evidència l'existència de partícules fàgiques induïdes desprès del

tractament amb la MC, es va fer un test en gota sobre la soca indicadora D31.2 dels vuit

clons. Els tubs contenint la MC van ser centrifugáis i el sobrenadan! recuperat per ser

provat per la presència de bacteriòfags.

Els resultats obtinguts després de 48 hores d'incubació van ser els següents: per als

clons n°3 i 8 no s'observava cap zona de lisi sobre el tapís bacterià; contràriament, per a la

resta de clons la zona de lisi era evident la qual cosa ens confirmava la presència de

partícules víriques infectives després de la inducció amb MC.

3.7.2 - Discussió i conclusions

Els resultats obtinguts mostren que <I> T92.2 ha lisogenitzat una part dels bacteris en

un percentatge entre el 6,5 i el 9,6%. La primera cosa que podem dir és que es tracta d'un

fag atemperat que pot tenir un cicle biològic lític o bé lisogènic. Sent aixi, és d'esperar que

s'integri en alguns bacteris. Aquest fet ha quedat demostrat quan s'ha obtingut senyal

d'hibridació utilitzant la sonda fàgica sobre el cultiu bacterià.

Aquests resultats són interessants si pensem que aquest fag podria ser utilitzat en la
transformació de L. oenos. El problema està en que aquest material genètic incorporat al

cromosoma bacterià no és sempre estable i es pot perdre. En els nostres resultats veiem que

després de 4 resembráis dels clons lisogenitzats el test de la MC donava negatiu, és a dir,

que els bacteris no eren lisogènics. Els treballs sobre aquest punt s'haurien de continuar per

tal de trobar una soca capaç de ser lisogenitzada.

Una altra conclusió important és que es poden trobar fags atemperáis en el vi i que

no han de ser sempre fags que segueixin un cicle lític. Poden venir, com ja hem vist en el

punt anterior, de la inducció espontània dels bacteris, sens lraciar-se necessàriament de

fags virulents.
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3.8 - RECERCA DE BACTERÍÒFAGS EN EL VI DURANT LA

FERMENTACIÓ MALOLÀCTICA

La presència de partícules fàgiques durant la fermentació malolàctica en els vins de

Bordeus no s'havia posat encara en evidència fins aquest moment. Fins ara, els bacteriòfags

utilitzats en el nostre treball habien estat induïts a partir de bacteris lisogènics aïllats del vi,

amb la MC. La possibilitat que els bacteriòfags siguin la causa de algunes parades en la FML

no havia estat reconeguda fins ara, atribüint-se sempre a altres factors que afecten la flora

làctica com la temperatura, pH o SO2- Les poques referències que es troben en la literatura en

aquest sentit havien estat donades per Sozzi et al. (1976) quan va observar per microscopía

electrònica la presència de fags en vins amb problemes de fermentació malolàctica, Nel et al.

(1976) i Davis et al. (1985) van poder posar-los en evidència utilitzant una soca sensible (D

31.2) i observant les plaques de lisi que produien.

El que no està encara ben clar es si aquesta presència de bacteriòfags en el vi està

sempre relacionada amb dificultats en la fermentació malolàctica o bé es tracta d'un fenomen

corrent el qual no implica l'existència de problemes per al desenvolupament de la

fermentació.

La presència de bacteriòfags podria indicar un mal desenvolupament de la

fermentació per dues raons diferents: o bé per una inducció massiva dels profags en les

soques lisogèniques, la qual cosa provocaria la lisi d'una gran part de la població bacteriana i

la conseqüent parada de la fermentació o bé per una inducció moderada de profags per part

de les soques lisogèniques i una posterior infecció de les soques sensibles a aquests fags

presents en la flora indígena.

Per tal de poder aclarir aquest problema es va buscar la presència de bacteriòfags en

vins que tenien dificultats en la fermentació malolàctica i en d'altres en que aquesta es feia

normalment. La presa de mostres es va fer durant les vinificacions de 1992 en el període de

la FML. Una vegada aclarit el problema es va voler veure si l'aparició dels fags coincidia
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amb el desenvolupament massiu de les bacteris làctiques després de la fermentació alcohòlica

i més precisament si coincidia amb la presència de L. œnos en el vi.

Per això l'any següent, quan la presència de fags ja estava verificada en els vins, es

va fer un seguiment desde el most fins al final de la fermentació malolàctica. Durant les

vinificacions de 1993 es van agafar mostres de diferents vins de la regió bordelesa per tal de

determinar la presència de fags, el seu origen, el moment de la seva aparició i la seva relació

amb problemes en la fermentació malolàctica.

3.8.1 -Recerca de bacteriòfags en el vi durant la fermentació
malolàctica

Durant les vinificacions de 1992 es va buscar, per primera vegada en vins de

Bordeus, la presència de fags. Les mostres es van agafar de vins en que la FML estava a

punt de acabar-se i per tant amb una població de bacteris làctics important

Els fags es van posar en evidència mitjançant l'observació de la formació de plaques

de Usi sobre un cultiu de la nostra soca indicadora, D 31.2. En alguns casos es va provar

també sobre la soca EFA 24.

a~) Descripció de l'experiència

Les mostres es van prendre de quatre cubes diferents, dues del Château H i dues

cubes del Château L, on la FML estava a punt de finalitzar, el seu seguiment es va fer

mesurant la desaparició de l'àcid màlic per anàlisi enzimàtica. La FML no es va presentar

amb retard ni es van observar cap tipus de problemes per al seu començament, de manera

que a finals del mes d'octubre ja estava acabada en les quatre cubes.

Cubes 1 i 2 : apertanyen al Château H (denominació d'origen Pessac-Leognan,

Bordeus)

Cubes 3 i 4 : apertanyen al Château L (denominació d'origen Medoc, Bordeus)

De cada una de les cubes s'ha pres una sola mostra la qual ens ha permès veure la

presència de fags en un moment determinat. No obstant, el fet de no fer un seguiment durant

el temps que dura la FML no ens permet de saber el que passa ni abans ni després pel que fa

a l'aparició o desaparició dels bacteriòfags.
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Les mostres de vi es van tractar de la següent manera: els comptatges de fags es van

fer pel mètode de la doble capa un dia després d'haver pres les mostres, i aquestes es van

guardar a 19°C durant tota la nit sense ser filtrades ni dilució posterior.

En el moment de fer el comptatge el vi va ser centrifugal durant 15 minuts a 12000 xg

i filtrat a través d'una membrana de 0,45 |xm per tal d'eliminar la flora indígena. El volum de

vi utilitzat pel comptatge és de 0,4 ml de mostra filtrada.

De la mateixa mostra de vi es va fer el comptatge de bacteris. La mostra de vi va ser

diluïda i sembrada sobre MRS sòlid complementat amb 0,05 mg/ml de pimaricina per

impedir el creixement dels lleváis.

Desprès de fer els diferents comptatges de fags i bacteris i de quantificar l'àcid màlic

del vi, es van obtenir els résultais descrits en la taula 3.11.

En cada un dels Chaâeau la FML s'ha fet sense cap tipus de problema, no hi ha hagut

dificullals per al seu inici ni durani la fermentació. Els bacteris són presents en totes les

cubes, el nombre existent al final de la FML indica que aquesta s'ha pogut fer sense cap

problema. La quantitat d'àcid màlic és molt petita indicant que la fermentació esla acabada.

Pel que fa als bacteriòfags els resullals són diferente en els dos Châteaux. Mentre que

en un (H) no trobem presència de fags, contrariàmenl en el Châteaux L es iroba un nombre

de l'ordre de 4-5 103 UFP/ml, similar en les dues cubes loi confirmant la presència de fags

en el vi.

Taula 3.11: Resultats obtinguts del comptatge de bacteris i fags i de la quantificació d'àcid

màlic en les qualre cubes teslades provenents de dos Châteaux diferente al final de la

FML.

IIFOmî

MdittaUcCgfli)

UFP/iïiî

cuba 1

2,6 10?

0,15

0

-cuba 2

3,8.10?

0,11

0

cuba 3

4,2. 106

0,21

3,9. 103

cuba 4

9,3.106

0,19

5.103

El nombre de fags comptats no és molt elevat en comparació al nombre de bacteris.

Per poder donar una explicació caldria saber d'on venen aqueste fags presente en el vi, si el
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seu origen són els bacteris o es troben ja en el vi molt abans, suposició no gaire lògica si

pensem que es tracta de fags de L. ceños i no d'una altra espècie.

Per verificar que efectivament els fags provenien de les soques lisogènics de L. œnos

es va determinar el percentatge de lisogènia en els bacteris aïllats del vi al mateix moment que

els fags. La detecció es va fer per hibridació sobre colònia en les condicions utilitzades
correntment en el nostre treball. La sonda es va obtenir per marcatge fred del DNA de O

DV44.4.

Comparant el nombre de colònies obtingudes per placa amb el nombre de colònies

que hibriden amb la sonda, podem saber el percentatge de lisogènia. En el cas del Château L

vam trobar un 81% de soques lisogèniques. Aquesta quantitat és força elevada i s'aproxima

al percentatge que haviem trobat fent el test amb les soques de la coüecció. Aquest valor

elevat ens explicaria l'origen dels fags en el vi; la inducció espontània d'una part de la

població lisogènica seria la causa de la presència de les partícules fàgiques.

Si suposem que les partícules fàgiques que hem trobat provenen dels bacteris

lisogènics l'absència relativa de fagspodria ser expücada per el baix nombre o a l'absència de

bacteris lisogènics, tenint en compte que no tota la població de bacteris conté un profag en el

su genòma. La proporció de lisogènia en la flora indígena pot ser variable i quan és molt

petita la inducció dels fags també ho serà. El percentatge de lisogènia en el vi provinent del

Château H va ser igualment determinat pel mètode d'hibridació sobre colònia. En aquest cas

observem que el nombre de colònies que hibriden comparat al de colònies crescudes sobre la

placa és molt petit, donant un percentatge de lisogènia del 24%. Aquesta seria la raó per la

qual no detectem fags en el vi. Una altra causa podria ser també que els fags no poden Usar

la soca indicatriu. En realitat no ho podem saber però el baix percentatge de lisogènia

explicaria els resultats obtinguts. En la figura 3.19 es mostren les hibridacions sobre colònia

obtingudes a partir dels bacteris del vi.

La presència de fags, en el nostre cas, no està relacionada amb dificultats perquè es

produeixi la FML tenint en compte els resultats obtinguts. Podem veure que la degradació de

l'àcid màlic s'ha fet sense cap problema i en un marge de temps semblant en els dos

Château, la qual cosa fa pensar que l'existència de fags en el vi no ha condicionat la FML ni

ha provocat una disminució de la població de bacteris làctics en relació al nombre que trobem

en les dues primeres cubes.

Les raons per les quals no podem posar en evidència els fags en el primer cas poden

ser diverses:

- perquè en realitat no hi han fags en el vi.

- perquè la soca indicadora que utilitzem no és sensible als fags existents.

- perquè el nombre de fags és molt petit i el mètode no és capaç de detectar-los.
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Resultats: recerca bacteríòfags en el vi

(a)

(b)

Figura 3.19 : Membranes de niló mostran les senyals d'hibridació sobre colònia

obtingudes amb la sonda 0 DV 44.4 sobre bacteris aillats del vi. (a) Resultats

obtinguts amb les colònies provenents del château L. (b) Resultats obtinguts amb

les colònies provenents del château H.
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fr) Caracterit7flçin Hels fags aïllats

Al cap de 48 hores d'incubació de les plaques per al comptatge de fags es va observar

la presència de plaques de lisi sobre el cultiu bacterià.

El mida d'aquestes clapes de lisi era variable. La barreja de tamany en el diàmetre es

podia observar en les clapes provinents de les dues cubes. Els diàmetres es trobaven entre

0,5 i 2 mm. Entre les clapes de diàmetre més gran (1,5-2 mm) es podien diferenciar les que

presentaven un aspecte tèrbol de les que eren completament clares respecte del tapís bacterià.

Aquestes diferències de morfologia fan pensar que no es tracti sempre del mateix fag.

Per poder estudiar els fags aïllats i ser comparats amb els fags induïts a partir de les

soques lisogèniques, es van recuperar 14 plaques de lisi. Aquestes es van utilitzar per

multiplicar els fags a fi d'obtenir-ne quantitats més importants. Les condicions de

multiplicació van ser les mateixes que havíem utilitzat fins ara per els fags induïts. La placa

de lisi va ser inoculada a 10 ml d'un cultiu de la soca D31.2 incubada durant 24 hores a 25°C

iamb25mMdeCaCl2.

Desprès de 24 hores d'incubació ja es pot apreciar el Usat si es compara amb un tub

control sense fags. La lisi cel.lular és evident a simple vista, ja que la terbolesa del medi de

cultiu és inexistent, la qual cosa ens indica que la capacitat d'infecció es molt elevada.

Aquesta rapidesa d'infecció contrasta amb el temps necessari per multiplicar els fags induïts,

pels quals es necessari al menys 48 hores per veure el lisat a simple vista.

De les 14 plaques recuperades s'en van aconseguir multiplicar 10, i les altres quatre

no van donar un lisat sobre la soca indicatriu. Es possible que les plaques que no han donat

un lisat a simple vista s'hagin multiplicat igualment però de manera menys eficaç. Aquests

fags que no es multipliquen bé els hem abandonat perquè és molt difícil de treballar-hi, per la

qual cosa hem decidit de conservar solament els que són capaços de multiplicar-se fàcilment.

Els lisats obtinguts després del cicle de multiplicacions es van provar per determinar

l'espectre d'hoste dels diferents clons sobre una sèrie de soques de la col·lecció (Taula

3.12). Podem diferenciar dos tipus de plaques de lisi, les que són completament clares i les

que anomenem tèrboles, és a dir que presenten un gran nombre de colònies molt petites

ocupant l'espai de la placa de lisi encara que el nombre no és suficientment gran per

confondre la placa de lisi amb el creixement bacterià. D'entre totes les soques analitzades

només la LODO 13 presenta resistència a alguns dels fags, per a la resta de soques trobem

que són sensibles a tots els clons.
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Taula 3.12: Espectre d'hostes corresponent als fags aïllats en el vi sobre diferents soques

de la col·lecció.

Soques de bacteris

Fags

<MT1
«D1T2

01T3
<Ï>1T4

<Ï>1T5

O1T6
<D1T9

<Ï>1T10

«D2T4

C&2T10

LOD013*

C
-
-
-
-

C
-

C
-

-

LOD004*

C
C
C
C
C
T

C
- C

T
T

LOD017

C
C
C
C
T
C
C
C
C
C

LOD019

C
C
C
C
C
C
C

C
C
C

LOD021*

T
T
C
C
C
C
C
C

C
C

LOD 023

C
-

C
C
c
c
c
c
c
T

D31.2

C
C
C
C
C
C
C
C

C
C

C: plaques clares T: plaques tèrboles

-: absència de placa de lisi

*: soques lisogèniques

Donat que l'espectre d'hostes dels diferents clons no ens aporta massa informació per

a la diferenciació dels fags, es va decidir d'utilitzar tècniques de biologia molecular per

aquest propòsit.

c~) Caracterització dels fags pel seu DNA

Després de la multiplicació dels diferents clons en 100 ml de cultiu bacterià es va

procedir a l'extracció del DNA fàgic per fer el seu perfil de restricció. Per això és important

que el DNA estigui el menys degradat possible. La quantificació sobre gel de agarosa donava

una quantitat de DNA entre 150 i 200 ng a partir de 100 ml de lisat Aquestes quantitats són

insuficients si volem fer diverses digestions. Es van digerir 800 ng d'aquest DNA amb 10

unitats d'enzim de restricció Eco RI durant 8 hores, després es va analitzar sobre gel

d'agarosa al 0.8%.

Els perfils de restricció dels diferents clons obtinguts són a la Figura 3.20. Es poden

observar un nombre considerable de bandes, però es poden diferenciar bé entre elles. La

mida d'aquestes bandes es troba entre 9,5 kb i 0,5 kb i les intensitats són diferents. Les

bandes de DNA més intenses coresponen a la superposició de fragments de la mateixa mida.
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a 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 a

Figura 3.20 : Perfils de resricció obtinguts per la digestió amb Eco RI dels fags aillats en

el château L. A partir d'aquestes digestions es va calcular la talla d'alguns d'ells,

a: marcador del pes molecular: A. Hind III.
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Els perfils obtinguts demostren una diferencia entre alguns d'ells. <Ï>1T1, <I>1T6 i

<Ï>1T9 són molt semblants, i en realitat es podria dir que són idèntics encara que es poden

veure algunes bandes diferents. Això es degut segurament a una digestió parcial del DNA. El

fag <Ï>1T6 presenta una banda de aproximadament 15 kb la qual no està ben digerida i hauria

d'haver donant lloc a fragments més petits.

Per verificar-ho necessitaríem digerir el DNA per altres enzims de restricció

comparant així si els resultats coincideixen, però tenim la dificultat d'obtenir grans quantitats

de DNA fàgic. Per als altres clons digerits, no podem dir gran cosa, són diferents entre ells

però tant en <Ï>1T4 i O2T4 hi han digestions parcials que emmascaren el perfil.

d) Determinació de la talla dels diferents fags

A la Figura 3.20 es poden observar els diferents perfils de restricció, i a partir

d'aquesta fotografia s'han calculat la mida dels diferents fags (Taula 2.13).

Taula 3.13: Pes molecular d'alguns dels fags aillats del vi calculats a partir del perfil de

restricció que es mostra a la figura 3.20.

N° de pista

1

6
8
9
14

15

talla (kb)

59,44

40,30

26,57

40,98

43,95

24,10

En les pistes 1, 2, 3, 4, 6, 11, 12-es pot observar que el DNA està degradat o mal

digerit i per tant no es poden diferenciat bé les bandes. Pel que fa a la mida veiem que es

troben entre els mateixos límits que els nostres fags de col·lecció. Les diferències entre ells

no són molt grans.

La mida calculada només és una estimació ja que és difícil de mesurar les distàncies

de bandes molt pròximes les quals, a vegades, es veuen sobreposades.

3.8.2 - Recerca de bacteriòfags en vins en curs de fermentació
malolàctica
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La recerca de bacteriòfags fins ara s'ha fet en un nombre reduït de vins. Durant les

vinificacions de 1993 es van buscar vins de diferents regions de França, en tots els casos

vins negres, durant la fermentació malolàctica. En alguns casos es va poder obtenir el vi

abans de la FML i durant la fermentació.

Es va fer un comptatge de fags (mètode de la doble capa) per veure si les quantitats

diferien molt entre elles (taula 3.14). Els vins dels diferents orígens s'anomenen per un

número d'ordre sense citar la propietat de la qual provenen.

Taula 3.14: Comptatges de fags fets en alguns vins francesos de diferents orígens abans i

durant la FML durant les vinificacions de 1993.

Propietat

1
2

3
4

5
6

7
8
9
10
11
12

UFP/ml abans la

FML

nd
nd
nd

absència

nd

absència

absència

nd
nd
nd
nd
nd

UFP/ml durant la

FML

2,4 102

2102

1,9 102

2,6 102

4,1 102

230
3,6 102

560
absència

absència

absència

absència

origen

Bordeus
x

1 i

i i

«

(t

Beaujolais

Cotes du Rhône

Sud-est França
< t
«
* *

nd: valor no determinat

En els vins n° 9,10,11,12 no vam poder determinar la presència de plaques de Usi.

El comptatge de fags es va fer pel mètode habitual sobre la soca indicadora D31.2.

El fet de no trobar plaques de lisi no ens assegura que no hi hagin fags dins el vi,

l'únic que ens indica és que no podem detectar-los, possiblement perquè la nostra soca

indicadora no és suficientment sensible.

Per verificar que realment no hi han fags en aquests vins es va fer una altra prova,

fent una hibridació sobre colònia a partir dels bacteris presents en el vi durant la FML i una

sonda obtinguda a partir del DNA fàgic, i d'aquesta manera vam posar en evidència les

soques lisogènics de L. œnos. Si no hi han soques lisogènics podem pensar que és normal

de no trobar fags ja que aquests provenen de la inducció bacteriana. Contràriament, si hi ha
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hibridació, vol dir que existeixen soques lisogènics i per tant s'haurien de trobar partícules

fàgiques en el vi.

Per als vins n. 9 i 10 no es va poder observar senyal d'hibridació sobre les colònies

aïllades. Aquest resultat ens indica que no existeixen soques lisogènics la qual cosa és
inesperada donats els percentatges de lisogènia que havíem obtingut, encara que no
impossible. Podria ser que la nostra sonda no detectés el fag, en realitat no podem saber-ho.

Per als vins 11 i 12 es va obtenir senyal d'hibridació, encara que els percentatges

eren baixos: el nombre de soques lisogènics era del 15% de la població bacteriana. Això fa

que d'una banda, el nombre de fags induïts sigui possiblement molt baix i no el podem

detectar, per altra banda és possible que la nostra soca indicadora no sigui sensible per

aquests fags.

Per posar-los en evidència hauríem de provar altres soques per tal de trobar-ne alguna

que fos sensible.

Com podem veure els fags són presents quasi be sempre en el vi com partícules

fàgiques lliures, sense que això comporti un mal funcionament de la FML. Aquests fags

provenen de la inducció espontània de les soques lisogèniques. Aquest és un fenomen

normal, com veiem en la majoria de vins analitzats, els fags hi són presents, encara que en

quantitats relativament baixes. De fet el test de la presència de fags en el vi no es pot

considerar com a prova de dificultats en la FML.

3.8.3 - Inoculado del vi amb una preparació industrial de Leuconostoc
ceños

Des de fa molt temps s'ha intentat controlar el desenvolupament de la FML. Això es

important en els vins en què és difícil que comenci espontàniament. La inoculació d'un vi

amb una preparació de bacteris làctics produïts industrialment permet d'assegurarel
desenvolupament de la FML i de triar el momenten que es vol fer sense necessitat d'esperar a
que es comenci espontàniament. Aquest procediment, per tant, es utilitzable en vins amb

problemes de FML i en vins que no presenten problèmes però en els quals es vol induir la

FML ràpidament per poder embotellar sense problemes. Això es el que es va fer en un assaig

de microvinificació en 25 litres. El vi va ser sembrat amb la soca LOD004. Aquesta soca ha

estat adaptada per ser inoculada directament en el vi sense necessitat de reactivació. La

selecció de la soca LOD004 va ser feta d'entre una col·lecció de soques provinents de

diferents països europeus, en els laboratoris de l'empresa Christian Hansen's Laboratorium
dins el marc del programa ECLAIR, en base a la supervivència de la soca dins el vi i la seva
capacitat de degradar completament i ràpidament l'àcid màlic. El fet que aquesta soca
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continguïun profag pot ser, en certa manera, avantatjós. Aquest fet li dona resistència als

fags que són semblants, protegint la soca de la infecció. Un altre avantatge és que el fag ens

pot servir de marcador per seguir la supervivència de la soca dins el vi.

La implantació de la soca sembrada és una qüestió que encara no s'ha pogut verificar,

la dificultat per poder diferenciar les soques entre elles impedeix de saber si, en una cubà

inoculada amb bacteris industrials, la FML es fa per la soca sembrada degut a la seva

implantació, o bé hi ha també la flora indígena que hi participa.

Aprofitant el fet que la soca LOD004 és lisogènica es va induir el fag per tal de

determinar el perfil de restricció del seu DNA. Aquest ens permetrà de reconèixer el fag entre

d'altres fags diferents i per tant caracteritzarà també al bacteri que el conté.

En base a aquest raonament es va intentar determinar, després d'inocular un vi amb la
soca LOD004, la proporció de bacteris que contenen el fag <ï> LOD004, integrat en el DNA

de la soca inoculada i el perfil de restricció dels fags aïllats en aquest vi.

La soca LOD004 va ser sembrada directament en el vi després de la fermentació

alcohòlica. Al cap de 10 dies després de la inoculado, quan la FML estava quasi acabada es

va agafar una mostra de vi per recuperar els fags lliures i els bacteris presents en aquest

moment.

Els bacteriòfags van ser recuperats a partir de plaques de lisi i multiplicats sobre la

soca D31.2 en un volum de 500 ml de MRS. Es va extreure el DNA i es va procedir a una

digestió amb l'enzim de restricció Eco RI dels 10 clons recuperats per veure si el seu perfil
coincidia amb el perfil de O LOD004 integrat dins el bacteri.

El procediment seguit per l'anàlisi dels bacteris va ser una mica diferent. Es van

recuperar 10 colònies a partir de la sembra del vi en medi sòlid, de les quals es va extreure el

DNA. Dos dels clons van donar una quantitat molt petita de DNA, insuficient per fer una

restricció. Així doncs el DNA de 8 clons va ser digerit per l'enzim Eco RI i separades les

bandes en gel d'agarosa. El DNA va ser transferit sobre membrana de niló pel mètode de
Southern i hibridat amb la sonda obtinguda a partir del DNA de O LOD004 marcat amb a
32P. La quantitat de sonda utilitzada va sçf de 100 ng en 10 ml de solució d'hibridació.

La digestió del DNA fàgic per l'enzim de restricció Eco RI ens va donar dos perfils

diferents (Figura 3.21), un perfil clarament majoritari que es repeteix en 7 de les pistes (n. 2

a la n. 8) on en la pista 1 i 9 el DNA està degradat i no podem determinar el perfil. En la pista

n° 10 el perfil es diferent als anteriors, tractant-se donc d'un altre fag.
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Resultats: recerca bacteriòfags en el vi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

Figura 3.21 : Perfils de restricció obtinguts per la digestió amb Eco RI del DNA fàgic

provenait de fags aïllats del vi.
a: marcador de pes molecular, DNA de X, tallat per Hind ffl.

El fet d'obtenir un perfil clarament prioritari fa pensar que en el vi hi haurà una gran

majoria de bacteris de la mateixa soca i un petit percentatge de soques diferents. Si
comparem els perfils d'aquests fags amb el perfil de <I> LOD004 veiem que aquest correspon

exactament al perfil majoritari obtingut a partir dels fags del vi.

Aquest primer resultat va ser realment molt interessant. Si el perfil majoritari

corespon al profag de la soca LOD004 podem pensar que aquesta soca es majoritària en el vi

i per tant que hem aconseguit una bona implantació de la soca. Podem anar encara més lluny

en la nostra discussió dient que no hi ha dubte que la FML ha estat feta per la soca inoculada

i no per la flora indígena ja que el nombre de cèl·lules és molt més gran.

Per verificar això ho podem contrastar amb els resultats obtinguts a partir dels fags

del Château L on hi podiem veure diferents perfils, lluny de la uniformitat que hem trobat en

aquest últim cas.

En aquest experiment es van analitzar les diferents soques bacterianes obtingudes del

vi en el mateix moment que els fags. Després de l'extracció del DNA bacterià es va fer una
digestió amb l'enzim Eco RI. D'aquesta manera, si aquestes soques contenen el fag O

LOD004, obtindrem les mateixes bandes que quan fem la digestió únicament del DNA fàgic.

Per verificar la presència d'aquestes bandes es va transferir el DNA digerit a una

membrana de niló per la tècnica de Southern i es va hibridar amb una sonda construïda amb

el DNA del fag <I> LOD004. La sonda es va obtenir marcant 100 ng del DNA fàgic amb 32P i

hibridant en les condicions descrites en el capítol de Materials i Mètodes.

De les 8 soques que s'ha extret el DNA (Figura 3.22), podem veure que 4 d'entre
elles hibriden amb la sonda donant un perfil idèntic al del fag O LOD004 (pistes 1, 3,4, i 6).

En dues soques no obtenim senyal d'hibridació (pistes 5 i 6), la qual cosa fa pensar que es

tracta de soques no lisogènics i que pertanyen a la flora indígena. També hi ha una soca
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Resultats: recerca bacterídfags en el vi

(pista 2) en la qual no és pot obserbar una clara hibridació i per tant no podem dir res.

Finalment, per una de les soques, el perfil es diferent a la resta (pista 8), i aquest

correspondria a un altre fag encara que no és gaire neta. Les bandes no s'aprecien gaire be

degut a que la senyal d'hibridació no es gaire neta però podem deduïr que el perfil es pròxim

o igual al que trobem en la pista 3 de la figura 3.14. Aquesta soca podria ser doncs l'origen

del fag que presentava un perfil diferent a la LOD004 i que formaria part de la flora indígena.
El 50% de les soques presenten un perfil idèntic al del fag <ï> LOD004 la qual cosa fa

pensar que es tracta de la soca inoculada que s'ha implantat bé.

3.8.4 -Aïllament de fags en vins amb problemes durant la fermentació
malolàctica

Durant les vinificacions de 1992 es van presentar problemes per al desenvolupament

de la FML en el Châteaux C (denominació de Medoc, regió de Bordeus).

Després de la fermentació alcohòlica, la qual es va fer amb normalitat, es va trasvasar

el vi a les botes esperant que la FML es comencés. A finals del mes de gener encara no havia

començat tot i que les condicions de temperatura eren les òptimes, ja que la temperatura del

celler no va baixar dels 20 °C.

El problema va ser més seriós quan en algunes cubes la FML es va parar

repentinament poc temps després de haver començat i per a la resta de cubes ni tan sols va

arribar a començar, cosa que indicava que hi havia realment un problema. Quan es va

analitzar l'àcid màlic es va veure que no s'havia consumit, la qual cosa indicava una absència

de l'activitat bacteriana. El comptatge de bacteris en les diferents cubes ens va confirmar que

no hi havia desenvolupament de la flora làctica. Els valors observats oscil·laven entre 103 -

104 cel/ml en les diferents cubes i per tant el nombre de bacteris era insuficient per assegurar

la degradació de l'àcid màlic. El que calia saber era si l'absència de bacteris làctics era

deguda a l'acció dels bacteriòfags o simplement si el seu creixement era impedit per les

condicions ambientals.

Es va agafar una mostra de cada una de les cubes per fer un comptatge de fags pel

mètode habitual sobre la soca D31.2. Les mostres es van analitzar 24 hores després de ser

agafades, durant aquest temps es van guardar a 19°C, i no van ser filtrades fins al moment de

fer el comptatge.

Els resultats es mostren en la taula 3.15 on podem veure el origen de les mostres i els

resultats del comptatge.
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1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 3.22 : Resultat de la hibridació entre el DNA de les soques aïllades del vi, amb el

DNA del profag O LOD004 marcat amb 32P.

143

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI DE LISOGÈNIA DE LEUCONOSTOC OENOS I INCIDÈNCIA DELS BACTERIÒFAGS SOBRE LA FERMENTACIÓ MALOLÀCTICA DEL VI 
Montserrat Poblet Icart 
DL:T-1578-2009 / ISBN: 978-84-692-4539-2



Resultats: recerca bacteriòfags en el vi

Taula 3.15: Condicions de emmagatzament del vi en el moment de la FML i varietat de la

qual prové. Nombre de fags trobats en cada cubà en UFP/ml

Cuba»0 Reeipioßtdelvi Varietat dormán (a) UFP/cnl .„
dwamiaFML

1 Bóta

2 Bóta

3 Bóta

4 Bóta

5 Bóta

6 Bóta

7 Cuba

CS

cs
M

M

M

M

M

1.103

1J.103

1,8.1o4

1.6.102

9.101

2.101

5,5.105

(a): CS: Cabernet Sauvignon, M: Merlot

Podem observar que el nombre de fags es variable entre les cubes pero en totes elles i

són presents. En la cuba 3 i en la 7 el nombre es considerablement elevat en relació a la resta

i en comparació al que haviem trobat fins ara en altres vins analitzats, la qual cosa podria fer

pensar que els fags són efectivament la causa de la pèrdua en la població de bacteris.

Aquest vi va ser ràpidament inoculat amb la soca LOD 004 per intentar iniciar la FML

ràpidament. La fermentació va començar després de la inoculació i es va perllongar durant

tres setmanes.

Durant la FML es van prendre mostres de vi per fer una detecció de la presència de

fags i veure si coincidia amb el perfil de O LOD004.

Caracterització dels fags aïllats

Les plaques de Usi observades en els comptatges de les diferents cubes tenien un

aspecte molt semblant entre elles; eren clares, els limits nets i el diàmetre entre 2,5 - 3 mm.

De cada un dels comptatges fets per les diferents cubes es van recuperar dues plaques

de lisi a l'azar, les quals van ser inoculades sobre la soca indicadora amb la finalitat de

multiplicar els bacteriòfags i conèixer una mica més el seu comportament.

a) Multiplicació dels fags aïllats:
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Resultats: recerca bacteríàfags en el vi

Les plaques de lisi van ser inoculades a 10 ml d'un cultiu de 24 hores. Es va incubar
durant 30 hores obtenint un Usat complet per tots els fags. Aquest lisat va ser utilitzat per
infectar un altre cultiu de bacteris per tal d'augmentar el nombre de fags. La multiplicació es
va repetir fins a 5 vegades sense presentar problemes en cap moment. La capacitat de

multiplicació dels fags aïllats del vi sembla ser més elevada que en els fags induïts amb els
quals treballàvem fins ara.

b) Determinació del seu espectre d'hoste
L'espectre d'hostes ens mostrava la capacitat d'infecció d'aquests fags sobre altres

soques de bacteris. Utilitzant el test de la gota es va determinar la capacitat de cada un dels
fags a formar zones de lisi sobre un tapís bacterià (Taula 3.16).

Les soques utilitzades en el test han estat seleccionades en el marc del programa

ECLAIR a fi de ser inoculades en el vi i assegurar la FML.

Taula 3.16: Espectre d'hostes dels diferents fags aïllats d'un vi amb problemes de FML.
La capacitat infectiva dels fags s'ha provat sobre diferents soques de bacteris.

soca bacteriana

Fags

«DCl.l
OCI. 2
«DC2.1
OC2.2

4>C3.1
(DC3.2
<Ï>C4.1
$C4.2
d>C5.1
<DC5.2
<Ï»C6.1
C&C6.2

«DC7.1
4>C7.2

LOD017

C
C
C
C
C
C
T
C
T
T
C
C
T
C

LOD019

C
C
C
C
C
C

C ;,
C

C
C
C
C
C
C

LOD021*

T
C
C
C
T

C
C
C

C
c
T
C
C
C

LOD023

C
T
C
C
C
C
C
c
T
T
C
T

C
C

D 31.2

C
C
C
C
C
C
c
c
c
c
c
c
c
c

C: plaques de lisi clares o transparents
T: plaques de lisi tèrboles
*: soca lisogènica
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Resultats: recerca bacteriòfags en el vi

Totes les soques provades són sensibles als fags provinents del vi, posant en

evidència una gran capacitat infectiva. Les plaques de Usi observades presenten dos aspectes

diferents, algunes són completament clares i d'altres no són completament netes, ja que la

placa de lisi està colonitzada per una sèrie se colònies minúscules capaces de créixer en

presència del fag.

c) Hibridació DNA fàgic -DNA fàgic

Els fags que s'han trobat en el vi provenen, sense cap dubte, dels bacteris lisogènics

existents en la flora indígena. Per veure si el DNA de aquests fags aïllats del vi són

semblants als fags de la col·lecció es va fer una hibridació en dot-blot. Els 14 fags van ser

hibridats amb 4 sondes obtingudes a partir dels fags de la colecció. Les quatre sondes van

ser marcades pel mètode de la digoxigenina. Els resultats es mostren en la Taula 3.17.

La hibridació en dot-blot ens dóna únicament una idea de la semblança entre els fags.

Si són realment molt diferents no hi haurà senyal d'hibridació, i per altra banda, si obtenim

senyal d'hibridació podem assegurar que són molt semblants o bé idèntics. El que no

podrem és veure les petites diferències.

El el nostre cas obtenim una hibridació positiva entre tots els DNA la qual cosa

confirma la seva resemblança. El fet de què els DNA siguin semblants entre ells es

interessant perquè ens permet construir les sondes amb el DNA dels fags induïts, el qual

podem obtenir amb relativa facilitât

Taula 3.17: Resultats de les hibridacions entre els DNA dels fags aïllats dels vins i les

sondes de la colecció.

DNA dels fags aïllats del vi

Sondes

DV40.4

DV43.1

DA39.3
LOD019

Cl.l C2.1 C3.1 C4.1 C5.1 C6.1 C7.1

+ + + . + + + +

+ + + + + + +

+ + + + + + +
+ + + + + + +

DNA dels fags afllats del vi

Sondes

DV40.4

DV43.1

Da39.3

LOD019

C1.2 C2.2 C3.2 C4.2 C5.2 C6.2 C7.2

+ + + + + + +

+ + + + + + +

+ + + + + + +

+ + + + + + +
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d) Diferenciació per el perfil de restricció del DNA:

Les extraccions de DNA es van fer a partir d'un lisat de 100 ml, i es va quantificar el

DNA del qual se'n van obtenir entre 150 i 200 ng/ |il resuspesos en 10 ml finals. S'en van

digerir 800 ng amb 10 unitats de l'enzim Eco RI. El temps de digestió va ser de 8 hores.

Els perfils de restricció obtinguts dels diferents clons es mostren en la Figura 3.23. A

primer cop de vista es pot veure una gran uniformitat en els diferents perfils. Mirant més en

el detall podríem asegurar que es tracta del mateix perfil en tots els casos, i que les

diferències en algunes bandes vindrien de la digestió parcial del DNA. El perfil que
observem coincideix amb el perfil del fag <I> LOD004 cosa que prova que hi ha hagut una

colonització de la soca inoculada. Podem verificar doncs, per segona vegada, que en el medi

trobem els fags induïts per la soca LOD004. Els perfils demostren que no hi ha un altre fag

en el vi o que hi és en molt petita quantitat

El perfil obtingut no corespon amb cap dels perfils observats en els fags provenents

del Château L.

3.8.5 -Seguiment de la presència de fags durant la vinificació en un
chateau de la regió del Medoc

La existència de partícules fàgiques en el vi durant la FML ha estat verificada després

de posar-los en evidencia amb la nostra soca indicadora.

El que ens interesa ara és saber en quin moment apareixen, si coincideix amb el

desenvolupament de la flora làctica i concretament de L. ceños i quant de temps sobreviuen

en les dures condicions del vi durant tot el procés de vinificació. Això potser ens permetrà de

preveure i combatre els seus efectes.

Durant les vinifícacions de 1993 es va fer el seguiment del procés de vinifícació en

chateaux H de la regió de Bordeus. Tres cubes van ser controlades desde el moment de

l'entrada del raïm fins al final de la FML, abans del sulfitatge i d'embotellar-lo. Durant tot

aquest temps es van agafar mostres del vi, les quals van ser analitzades per verificar la

presència de fags, el desenvolupament de la flora làctica i la degradació de l'àcid màlic.

El desenvolupament dels bacteris làcticss es produeix després de la fermentació

alcohòlica, quan les condicions són més faborables. Aquesta flora làctica es transforma quasi

exclusivament en un cultiu massiu de L. ceños degut a què les condicions de pH impedeixen

el creixement de les altres espècies. Així doncs, es d'esperar que la presència de fags estarà

directament relacionada amb la presència de bacteris en el medi si suposem que els fags

provenen dels bacteris lisogènics.
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8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8

Figura 3.23 : Perfils de restricció dels fags aïllats en el château C i digerits per Eco RI. En

les pistes 1,2, 3,4 i de la 12 a la 17 els DNA estan degradats. En les altres pistes es

pot observar sempre el mateix perfil,
a: marcador de pes molecular, A, HindlE
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La determinació de la presència de fags al mateix temps que els bacteris ens va servir

per fer la verificació.

Descripció de l'experiència

Les mostres de vi van ser agafades de 3 cubes diferents les quals contenien el most

obtingut de parcel·les situades a diferents llocs de la propietat

El primer assaig per a la determinació de la presència de fags s'ha fet en el most dos

dies després d'haver entrat el raïm a la cubà. Més tard i durant la fermentació alcohòlica es

van prendre dues mostres més, una al començament i l'altra al final. En acabar la fermentació

alcohòlica les mostres es van pendre més sovint per poder determinar el moment en que

apareixen els fags i si aquest coincideix amb el desenvolupament de les bacteris làctiques. El

comptatge de fags es va fer pel mètode habitual de la doble capa i la soca indicadora utilitzada

és la D 31.2. Durant els primers comptatges es van utilitzar dues soques sensibles, la nostra

soca indicadora i TEFA24 per augmentar les posibilitáis de trobar algun bacteriofag. Més

tard i abans de començar la FML es va continuar només amb la soca D 31.2 degut a les

dificultats de creixement que FEFA24 presentaba.

Al mateix temps es van fer comptatges dels bacteris làctics per poder comparar

després amb la presència de fags en el medi. Els bacteris es van començar a comptar a partir

del moment en què es va fer el sangrat, abans de començar la fermentació malolàctica. El

seguiment de la FML es va fer mesurant la desaparició d'àcid màlic.

Per al comptatge dels bacteris làctics les mostres de vi han estat analitzades el mateix

dia en què s'han pres. El medi de cultiu utilitzat és el Dubois+vi ja que el que ens interessa es

determinar al màxim el nombre de bacteris vius. Existeix una lleugera diferència entre el

nombre de bacteris efectivament vius dins el vi i el nombre que es poden desenvolupar en un

medi nutritiu per donar una colònia. El medi DV ens ha permès acostar-nos més a les

condicions que existeixen en el vi.

La entrada del raïm a les cubes es va fer entre el 17 i el 20 de septembre de 1993. Des

d'aquest moment fins al sangrat del vi a les barriques, es van prendre 10 mostres de les

quals es va fer la determinació de la presència de fags sense obtenir en cap cas la confirmació

de la seva existència.

Desprès del sangrat es va començar a analitzar la desaparició de l'àcid màlic i a fer el

comptatge de bacteris al mateix temps que dels bacteriòfags. Els resultats obtinguts es

mostren en la Figura 3.24
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Per les tres cubes la població làctica va començar un creixement exponencial després

del sangrat i a partir del moment en que s'arriba a una població de 10̂  bacteris/ml la FML

comença, arribant,en menys de 15 dies, a consumir quasi totalment l'àcid malic.

Comparant l'aparició dels fags amb la presència de bacteris (Figura 3.25) veiem que

hi ha una relació directa, a mesura que el nombre de bacteris augmenta, el nombre de

partícules fàgiques es fa present. Contràriament però a aquest comportament exponencial

bacterià, la quantitat de fags es manté quasi constant durant tota la fermentació. Quan el

nombre de bacteris comença a disminuir observem també una lleugera disminució de

partícules fàgiques.

Les titulacions obtingudes són molt semblants en les tres cubes, la qual cosa es

compren si tenim en compte que la població bacteriana es del mateix ordre.

Els bacteriofags, en cap cas, eliminen o fan disminuïr la població de bacteris, la seva

presència es demostra estar asociada a la de la flora làctica però sense impedir ni el seu

creixement ni el seu funcionament, els bacteris no son, en principi infectats a gran escala. En

la taula 3.18 es mostren els comptatges de fags al llarg del seguiment de les tres cubes.

Taula 3.18: Comptatges de fags en UFP/ml durant el seguiment de les très cubes desde el

most fins després de 42 dies del començament de la FML.

Comptatges en el
most i fins al final de

la FA.
Comptatges desde el
final de la FA fins al

sangrat.

sangrat: dia 0

10 dies després

14 dies

17 dies

22 dies

24 dies

26 dies

32 dies

36 dies

42 dies

ND: no determinat

FA: fermentació alcohólica.

Cubai

absència

absència

absència

ND :,

1.102

5.102

6.102

6.102

6.102

6.102

ND
6.102

Cuba 2

absència

absència

absència

ND
ND

2,5.102

3.102

4.102

3,5.102

3,5.102

5.101

3,2.1o1

Cuba 3

absència

absència

absència

9.101

5.102

8.102

9.102

8.102

8.102

8.102

8.10*

ND
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Resultats: recerca bacteridfags en el vi

Com veiem a les Figures 3.24 i 3.25 els en tres casos trobem l'exemple clàssic de

fermentació malolàctica. La degradació d'àcid màlic es ràpid a partir del moment que el

nombre de bacteris arriba a 106 bact/ml.

Pel que respecta al desenvolupament de partícules fàgiques lliures en el vi. La seva

aparició es produeix quan la població de bacteris làctics supera 106 bact/ml, i provindrien de

la inducció espontanea de L. ceños.

La presència de fags en el vi està estretament lligada a la presència de bacteris làctics i

concretament de L. œnos. això confirma el fet de què els fags provenen de la inducció dels

bacteris làctics. Es d'esperar doncs trobar-ne només durant la fermentació malolàctica

(Figura 3.26).

Figura 3.26: Esquema de la durada de les fermentacions i el moment d'aparició de

bacteris i fags.

FA FML

dies
I I I I i
0 3 7 4 0 5 0

Aparició de L. œnos

Aparició dels fags

3.8.6 - Implicació dels fags en les parades de la fermentació
malolàctica dels vins

La implicació directa dels bacteriòfags en les dificultats per desenvolupar la FML en

alguns vins no ha pogut ser demostrada realment. La presència de fags en el vi es un

fenomen corrent tal com hem pogut veure. No obstant, podria ser cert que, com passa en el

medi de cultiu, algunes soques amb molta facilitat d'induir el seu profag podrien provocar

una inducció en massa i eliminar la població bacteriana. Això seria poc probable quan la
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Resultats: recerca bacterídfags en el vi

FML fos deguda a la flora indígena perquè encara que hi podria haver una soca majoritària
que induis el seu profag, és molt possible que hi haguessin diferents soques que podrien

asegurar el desenvolupament de la FML.

Un altre cas seria si els bacteriòfags alliberats per una soca determinada es poguessin

multiplicar sobre altres soques sensibles de la població indígena i així eliminar la totalitat dels

bacteris. El vi però es un medi hostil i no sabem si seria possible que el fag seguís el seu

cicle de multiplicació ni si seria capaç de sobreviure molt de temps com a partícula fàgica
lliure.

Per conèixer millor el comportament del fag dins del vi es va fer un assaig inoculant
en 10 ml de vi la soca LOD004, al mateix temps, vam infectar el vi inoculant-hi el fag <ï>

1T10 aïllat del vi i capaç de Usar la soca LOD004 segons l'espectre d'hostes obtingut

Quatre tubs de lOml de vi negre filtrat van ser sembrats amb la soca LOD004 i amb

diferents quantitats de fags. El vi no va ser suplemental amb CaCl2.

Tub 1= control (solament els bacteris)

Tub 2= bacteris+fags (proporció fags/bacteris=100)

Tub 3= bacteris+fags (proporció fags/bacteris=10)
Tub 4= bacteris+fags (proporció fags/bacteris=l)

Els tubs es van incubar durant 4 dies a 25°C. Cada 24 hores es va fer un comptatge

de bacteris, de fags i una anàlisi de l'àcid màlic. El comptatge de fags es fa sobre la soca
D31.2. Els resultats es mostren en la Taula 3.19:

Taula 3.19: Resultats obtinguts de la inoculació de la soca LOD004 en el vi i la seva
infecció amb el fag <I> 1T10. La proporció fags/bacteris varia en els tres tubs:

100,10,1.

temps

(dies)

0
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2

3

4

tub
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ml

1,610s

1,710s

1.7105

1.1106

1,210o

l:f/b=
UFP/

ml

al

0

0

0

0

00

AM

Pfl

2,7

nd

nd

nd

2.4

tul
bact/

ml

1.4105

1,610s

1,610s

7,510s

1,3106

2:f/b=

UFP/
ml

nd

0

0

0
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0

0
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Resultats: recerca bacteriòfags en el vi

La presència de fags és quasi inexistent durant els quatre dies de comptatge. En

principi el resultat és incoherent perquè al menys esperem trobar una part dels fags que hem

inoculat i que no s'haurien adsorbit però veiem que al cap de 24 hores d'haver inoculat no

trobem cap partícula fàgica lliure. Podríem pensar que els fags estan tots adsorbits però es

difícil que en un volum tan gran es puguin adsorbir tots. Al cap de 48 hores no hi ha cap

senyal de l'aparició de fags multiplicats sobre el bacteri LOD004 que, d'altra banda, és

sensible al fag i capaç d'actuar com a hoste, serien doncs les condicions del vi que

impedeixen la multiplicació del fag.
Curiosament en un dels tubs infectats i en el tub control apareixen alguns fags al cap

de 3 dies després de la infecció. Aquests fags en realitat no poden venir de la multiplicació ja

que si no els hauríem trobat en els quatre tubs. Contràriament pensem que venen de la

inducció espontània de la soca LOD004 per dues raons: la primera perquè la quantitat de fags

trobats és relativament baixa i la segona i principal perquè els fags s'han trobat en el tub

control, en aquest els fags només poden venir de la inducció espontània dels bacteris. Aquest

tipus d'inducció es produeix de forma aleatòria quan el nombre de bacteris arriba als voltants

de 106 cel/ml, però no coneixem encara el mecanisme que el fa començar. Ara ens podem

plantejar la qüestió de si els fags es poden multiplicar dins el vi. En aquesta experiència no

en tenim cap prova.

Per altra banda veiem que els bacteris creixen normalment sense veure's afectats per

la presència dels fags. La quantifïcació de l'àcid màlic ens confirma l'activitat dels bacterisja

que la seva desaparició és feble, la qual cosa és normal donat que la població bacteriana es

inferior a 106 bact/ml.

Veiem doncs que l'activitat bacteriana no es veu afectada per la presència dels fags.

Aquest fet ens va fer pensar en que les partícules fàgiques no podien "sobreviure" en el vi ni

efectuar el seu cicle de multiplicació, per tant la detecció de fags en el vi és deguda a la

inducció espontània constant dels bacteris.

Per verificar que els fags no es mantenien actius en el vi es van analitzar diferents

vins en els quals hi trobàvem la presència de fags. Quan incubem durant 48 hores una

mostra de cada un dels vins i una mostra del mateix vi però filtrat, podem veure que en el vi

no filtrat hi continuem trobant partícules fàgiques, i en canvi en el vi filtrat no s'en poden

trobar.

Es evident que els profags que detectem provenen de la inducció espontània dels
bacteris, quan els eliminem, les partícules fàgiques desapareixen, és a dir, que les partícules

induïdes no poden mantenir-se dins d'el vi massa temps.

No coneixem el factor que inactiva els fags en el vi. La primera cosa que vam pensar

va ser que era degut als compostos fenòlics. En un primer assaig molt senzill vam filtrar el vi

a través de carbó actiu a fi d'eliminar aquest compost obtenint un vi décolorât i comparar la

resposta amb un vi no décolorât
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Resultats: recerca bacteridfags en el vi

Vam inocular el fag O1T10 en tres tubs que contenien respectivament 10ml de MRS i

10ml de vi filtrat amb carbó actiu. El vi utilitzat havia estat filtrat abans sobre un filtre de

0,45 jim per eliminar els bacteris de la flora indígena. El comptatge de fags es va fer a

diferents temps després de la inoculació 10,30 minuts i a 24 hores. Els resultats es mostren

a la taula 3.20:

Taula 3.20: Comptatge dels fags després d'haver inoculat en MRS, vi i vi décolorât (sense

compostos fenolics) a diferents temps, 10 min, 30 min i 24 h.

Temps

10 minuts

30 minuts

24 hores

MRS

(UFP/ml)

1,4 107

1,7 IÓ7

1,6 10?

Vi
(UFP/ml)

1106

3,4 105

0

Vi décolorât

(UFP/ml)

7,7 IÓ5

3,81o4

0

Els compostos fenolics i tots els altres compostos que es poden eliminar durant la

filtració a través del carbó actiu no tenen cap efecte sobre la inactivació dels fags. Al cap de

24 hores, les partícules fàgiques esdevenen inactives en el vi tant si es tracta de vi décolorât

com si no. Hem de buscar una altra causa que expliqui aquesta disaparició. El temps de

durada de l'activitat d'un fag en el vi és de menys de 24 hores, es per això que només

trobem fags en el vi quan hi han també els bacteris lisogènics que els indueixen

constantment.

3.8.7 - Discussió i conclusions

El que s'ha tractat de fer en aquest apartat ha estat la verificació de l'existència de fags

en el vi i el seu origen així com la seva supervivència i la seva capacitat de multiplicació. Pel

que veiem en els resultats podem confirmar la presència de partícules fàgiques lliures al

menys en una gran part de les mostres analitzades

La presència de fags en el vi s'ha confirmat com un fenomen corrent, aquest és degut

a la inducció espontània de les soques lisogèniques de L. oenos, bacteri responsable de la

FML en els vins que nosaltres hem estudiat i per això s'ha treballat amb fags d'aquesta

espècie. No obstant, en altres regions vitícoles on les característiques del vi no són les

mateixes que a la regió de Bordeus, el bacteri responsable de la FML podria ser un altre i per
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Resultats: recerca bacteriòfags en el vi

tant els fags s'haurien de buscar utilitzant unes altres soques hoste. Aquesta puntualització és

important perquè els resultats d'aquest treball 'es refereixen només als vins de Bordeus.

Es cert que hem trobat bacteriòfags en vins problemàtics però no és menys cert que

n'hem trobat també en vins que han fet la FML. El nombre de fags pot ser un factor indicatiu

de què les soques que formen part de la flora indígena tenen tendència a induir el seu fag i

per tant a disminuir lleugerament la població bacteriana però això no explica que la FML no

arribi a fer-se. Com hem pogut veure hi han casos en què el nombre de fags és baix i en

canvi le FML no es fa. La presència de fags pot influir segurament en dificultar el procés de

fermentació, però, en el nostre cas, no podem assegurar que sigui la causa principal.

Un altre punt a verificar és si aquests fags que són lliures en el vi són capaços de

multiplicar-se sobre altres soques presents que siguin sensibles, ja que el vi és un medi hostil

que no presenta les condicions ideals d'un.medi de cultiu.

El que podem assegurar es que la inoculació del vi amb una soca lisogènica no ha

plantejat cap problema, contràriament, ha aconseguit fer la FML arribant a implantar-se bé en

el vi.

Els fags aïllats en el vi són diferents entre ells, la qual cosa ens indica que provenen

d'una flora indígena heterogènia. El el cas en què el vi ha estat inoculat amb una soca

determinada aquesta esdevé majoritària. Això ho hem pogut comprovar perquè els fags

aïllats en aquest vi eren el mateix. Aquest podria ser un bon mètode per seguir l'implantació

d'una soca sempre que sigui lisogènica.

El nombre de fags que és troben lliures en els vins analitzats no és molt elevat, ja que

no passa la majoria de vegades de 102 UFP/ml. Aquests fags venen de la inducció

espontània de les soques lisogèniquess de L. oenos. En alguns dels vins no hem pogut posar

en evidència la presència de fags la qual cosa no vol dir necessàriament que no n'hi hagin,

solament que no els podem detectar perquè no tenim una soca sensible o bé perquè £\

nombre de fags és molt petit. En tot cas ho creiem que no hi hagin fags en el vi durant la

FML perquè, tal com hem vist en el nostre treball, el percentatge de lisogènia a l'espècie L

oenos és molt elevada (90%, apartat 3.5).

Els comptatges de fags fets en el château C amb problèmes de FML han donat

titulacions de fins a 105 UFP/ml en una cubà. En aquest cas es pot pensar que la inducció

dels fags ha sigut més gran, encara que no coneixem la raó, posiblement el fet que hi han

soques que indueixen els fags més fàcilment que d'altres o bé que en un moment donat

indueixen massivament el seu profag sigui la raó, i això hauria impedit el desenvolupament

normal dels bacteris.

El seguiment de la presència de fags durant tot el procés de vinificació ha permès

verificar que els fags apareixen en el moment en que hi ha el desenvolupament bacterià de
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Resultats: recerca bacteriòfags en el vi

l'espècie L. oenos i que no se'n poden trobar en cap etapa anterior ja que el nombre de

bacteris d'aquesta espècie és massa petit.

Una altra verificació que la presència de fags va associada a la presència de soques

lisogèniques és el fet de que la supervivència d'una partícula fàgica en el vi és de menor de

24 h. Passat aquest tempsles partícules fàgiques induïdes pels bacteris deixen de ser actives

o virulentes dins del vi, per tant la seva presència continuada està sempre associada a la

presència de bacteris

El factor inhibidor dels fags no s'ha determinat, pensem però que es tracta o bé de

l'alcohol o bé dels compostos fenòlics. Sobre l'acció d'aquests darrers compostos i la seva

acció sobre els fags es va fer un experiment, els resultats no concloents del qual insinuen

que els compostos fenòlics no inhibeixen els fags.
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Conclusions

1 - S'ha posat en evidència l'estat de lisogènia en 280 soques de Leuconostoc oenos,

aïllades de vins de Bordeus, per inducció del seus profags amb la mitomicina C, obtenint

com a resultat que quasi la meitat de les soques provades contenen un profag. L'obtenció

d'aquests bacteriòfags ens ha permès l'estudi de la lisogènia d'aquesta espècie i l'avaluació

de la seva importància en les soques industrials.

2 - Els fags induïts d'aquesta manera ens han permès trobar algunes soques de L.

oenos molt sensibles als fags. Una d'elles (D31.2), ha estat triada com a soca hoste o

indicadora de la presència de fags en el nostre estudi.

3 - La utilització de la mitomicina.C per a determinar el percentatge de lisogènia en

les poblacions indígenes, on el nombre de soques és elevat, no és un mètode ràpid ja que

s'ha de tenir en compte la fase de creixement de cada soca. L'efecte de la MC només és

visible quan el cultiu bacterià està al començament de la fase exponencial. Si la MC

s'addiciona en una fase tardana de creixement no es pot observar la lisi cel·lular donant

falsos negatius. Per això quan s'han utilitzat altres mètodes per determinar la lisogènia en

les soques de la col·lecció, els percentatges no han estat els mateixos.

4 - Les condicions òptimes de multiplicació dels bacteriòfags en medi de cultiu són

les mateixes que les que permeten ía multiplicació dels bacteris, pH 4.5 - 5 i una

temperatura de 25°C. Un gran nombre de bacteris en el medi permet un gran nombre

d'infeccions per part dels fags.
La presència d'ions Ca++ en el medi és imprescindible per la infecció fàgica. En les

soques utilitzades s'ha trobat que la concentració òptima perquè la multiplicació sigui

màxima és de 25 mM. Les concentracions baixes la disminueixen lleugerament, i les altes

concentracions la disminueixen considerablement.

5 - L'absència d'adsorció ha estat provat com a mecanisme de resistència d'alguns

bacteris als bacteriòfags però aquest no és l'únic mecanisme donat que hi han soques

resistents les quals mostren un percentatge d'adsorció semblant a la de la soca indicadora.

6 - L'obtenció d'una soca resistent mitjançant la selecció de clons que no són

afectats per la presència de fags, no ha estat possible. Els bacteris que en un moment donat

adquireixen la resistència, perden aquest caràcter al llarg dels resembráis. L'obtenció de

soques resistents d'importància industrial haurà de passar per processos de manipulació

genètica que puguin fer estable l'adquisició d'aquest caràcter.
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Conclusions

l - L'estudi del DNA fàgic ens ha permès veure que existeixen diferents fags dins la

mateixa espècie bacteriana mitjançant l'anàlisi dels fragments de restricció. La tècnica

d'hibridació DNA/DNA entre els diferents fags mostra que tots els DNA fàgics hibriden

entre ells, malgrat les diferències que s'observen en els seus perfils de restricció la qual

cosa ens ha permès construir una sonda amb el DNA fàgic i detectar per hibridació la

presència dels fags.

8 - Aquestes sondes han estat utilitzades per la detecció de la lisogènia mitjançant

la hibridació amb el DNA cromosòmic de soques de L. oenos. En aquest cas hem obtingut

un percentatge de lisogènia del 90% en les soques de la col·lecció. Aquest mètode és més

ràpid que la utilització de la MC i no depèn de la fase de creixement del bacteri.

9 - La temptativa de lisogenització d'una soca no lisogènica ha mostrat que, si bé

podem seleccionar clons que han integrat el DNA fàgic, aquesta integració no és estable,

perdent el profag en el curs dels resembráis.

10 - S'ha confirmat l'aparició de partícules fàgiques lliures durant la fermentació

malolàctíca d'alguns vins, cosa que coincideix amb el desenvolupament de la flora làctica

del vi i responsable de la FML. Els fags provenen de la inducció espontània dels bacteris

lisogènics però no s'ha pogut demostrar que es puguin multiplicar dins del vi, ja que la

seva activitat com a partícula fàgica infectiva dins d'aquest medi no passa de les 24 hores.

La presència de fags dins del vi no presenta una relació directa amb dificultats de la FML,

sinó que més aviat es tracta d'un fenomen corrent quan la flora indígena té un gran

percentatge de bacteris lisogènics.
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