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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Introducción 
 

La microbiología es la ciencia encargada del estudio de los 

microorganismos, seres vivos diminutos que individualmente suelen ser 

demasiado pequeños para ser observados a simple vista (Tortora et al., 2009). 

 

Los microorganismos son un grupo amplio y diverso que existe como 

células aisladas o asociadas. A diferencia de las células superiores, la mayoría de 

los microorganismos son capaces de realizar sus procesos vitales de crecimiento, 

generación de energía y reproducción, independientemente de otras células, sean 

de la misma clase o de otra diferente (Madigan et al., 2012). 

 

En los alimentos, los microorganismos pueden jugar roles positivos o 

negativos; es por eso que los microbiólogos trabajan para diseñar métodos 

mediante los cuales el efecto benéfico de estos organismos pueda ser aumentado 

y el perjudicial reducido (Madigan et al., 2012; Ivey y Phister, 2011).  

 

Por ejemplo, el deterioro de los alimentos ocasiona anualmente pérdidas 

económicas inmensas; las enfermedades transmitidas por alimentos, como la 

salmonelosis, la yersiniosis o las intoxicaciones causadas por Escherichia coli, 

también son dignas de mención; los alimentos aptos para consumo humano deben 

estar adecuadamente preparados y controlados para evitar la transmisión de 

enfermedades, ya que éstos sirven también para sustentar el crecimiento de 

muchos microorganismos (Beutin et al., 2007; Khan et al., 2007; Malorny et al., 

2007; Lambertz et al., 2008).  

 

Por otro lado, existen microorganismos que no tienen efectos indeseables 

sobre los alimentos o sobre los consumidores, por ejemplo, el uso de 
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microorganismos para la producción de bebidas fermentadas, como el vino, ya era 

conocida desde hace cientos de años. En este tipo de fermentaciones está 

involucrada una compleja microbiota en la que tanto levaduras como bacterias 

están presentes en poblaciones mixtas o suceden una a la otra (Lee, 2000; 

Jensen et al., 2009). 

 

Las levaduras juegan un papel muy importante durante la fermentación; ya 

que éstas son las responsables de la transformación de los azúcares para la 

obtención de etanol, dióxido de carbono y algunos metabolitos secundarios que 

confieren las características sensoriales particulares de esta bebida (Fleet, 2008; 

Lappe-Oliveras et al., 2008). 

 

Dada la difícil tarea que es discernir entre las numerosas cepas de la 

especie Saccharomyces cerevisiae y entre la gran cantidad de levaduras de otras 

especies presentes tanto en el mosto como en el vino, que conducen la 

fermentación y le otorgan al vino sus características deseadas, la identificación de 

las levaduras presentes en cada etapa toma especial importancia (Loureiro, 2000; 

Schuller et al., 2004). 

 

Tradicionalmente la identificación de éstas se hace con base en sus 

características morfológicas y fisiológicas, estas técnicas son aún muy utilizadas, y 

son el resultado de pruebas de fermentación y asimilación de diversos 

compuestos de carbono y de nitrógeno, además de la tolerancia a temperatura, pH 

y altas concentraciones de carbohidratos. Así mismo, se han desarrollado técnicas 

moleculares de identificación basadas en las similitudes o diferencias del DNA, 

RNA o de las proteínas, que han sido igualmente adoptadas (Senses-Ergul et al., 

2006; Kagkli et al., 2011; Tofalo et al., 2012). 

 

El analista está obligado a elegir entre las diferentes metodologías 

existentes y tomar la decisión más acertada, dependiendo del tipo de muestra, los 

recursos -tanto humanos como materiales- que se tengan, el tiempo, el espacio y 
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las posibilidades económicas con las que cuenta. Estas decisiones deben 

ajustarse a los requisitos de los contratos con proveedores y clientes, además a la 

legislación del gobierno. Es por esto que se requiere tener más información sobre 

la estandarización de los métodos, su precisión, exactitud, reproducibilidad, 

especificidad y sensibilidad de detección (Beh et al., 2006). 

 

Aunque los criterios arriba mencionados han guiado la selección de los 

métodos tradicionales, éstos no han sido aún aplicados para la elección de los 

métodos moleculares.  

 

Debido a todo lo anterior y a la gran importancia que tienen las levaduras en 

la industria enológica, es necesario contar con técnicas de identificación rápidas, 

de bajo costo y confiables, es por ello que la presente revisión documental 

analizará los métodos de identificación tradicionales y moleculares más 

importantes que se han desarrollado para determinar las ventajas y desventajas 

que éstos ofrecen.  
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1.2 Objetivos 

 

Objetivo general 

 

Describir, analizar y comparar los métodos de identificación tradicional y molecular 

más importantes que se han desarrollado, para determinar las ventajas y 

desventajas que éstos ofrecen, mediante la revisión de bibliografía científica 

especializada relevante. 

 

 

Objetivos particulares 

 
Recopilar los resultados de investigaciones recientes sobre los métodos 

tradicionales y moleculares de identificación de levaduras.  

Revisar la literatura publicada sobre la identificación de levaduras con interés 

enológico. 

Comparar los métodos tradicionales y moleculares de identificación de levaduras. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 El vino 
 

La enología es la ciencia que estudia la composición, propiedades y 

elaboración del vino (Aleixandre, 1996). 

 

El vino es la bebida resultante de la fermentación alcohólica, total o parcial, 

exclusivamente del azúcar de la uva tras los procesos de colecta, transporte, 

prensado y posterior reposo en recipientes adecuados. La fermentación del vino 

es causada por un desarrollo secuencial de levaduras y bacterias que crecen en el 

medio rico y natural del jugo de uva, produciendo enzimas que convierten el 

azúcar mediante una serie de reacciones bioquímicas en alcohol, dióxido de 

carbono y otros productos de la fermentación (NMX-V-012-1986; Flancy, 2003; 

Noguez, 2006). 

 

Aun cuando los vinos se encuentren bajo la misma denominación general, 

factores como la variedad de la uva utilizada en su elaboración, la región de la que 

ésta provenga, las diferencias en el proceso de elaboración y fermentación, hacen 

que los vinos tengan características muy diferentes y existan distintas clases, por 

ejemplo:  

 

Los vinos secos son vinos en los que han fermentado prácticamente todos 

los azúcares del jugo de uva o del mosto, el contenido de azúcar residual no 

sobrepasa los 5 gramos por litro. En los vinos semisecos el contenido de azúcar 

residual es de 15 a 30 gramos por litro (Flancy, 2003; García y López-Munguía, 

2004). 

 

Mientras que en los vinos dulces se deja parte del azúcar, más de 50 

gramos de azúcar por litro. Esta dulzura es debida a que la fermentación se 
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interrumpió antes de que todo el azúcar se agotara al convertirse en etanol, o 

porque se añadió jugo de uva sin fermentar o, en vinos de menor calidad, azúcar 

en forma líquida (Aleixandre, 1996). 

 

Por otra parte, el vino espumoso contiene una gran cantidad de dióxido de 

carbono, que surge de una segunda fermentación que realizan las levaduras una 

vez que el vino se encuentra ya embotellado; la levadura debe ser capaz de llevar 

a cabo esta fermentación en un medio desprovisto de algunos factores de 

crecimiento, bajo una alta presión, a una temperatura relativamente baja, de unos 

10°C, y en la presencia de un 10-12% de alcohol, además de sedimentar de una 

forma rápida y completa. A lo largo de este proceso las botellas se colocan de 

manera invertida para que las levaduras sedimentadas se acumulen en el cuello 

de la botella, de donde se extraen después de congelarlas, este procedimiento se 

conoce como “degüello” (Varnam y Sutherland, 1994). 

 

La producción del vino se inicia con la recolección de la uva. Las uvas se 

aplastan en una máquina y el jugo, llamado mosto, se extrae. Dependiendo de las 

uvas que se utilicen y de cómo se prepare el mosto, se producirá vino blanco, tinto 

o rosado (Madigan et al., 2012).  

 

El vino blanco se prepara a partir de uvas blancas o a partir del jugo de 

uvas negras a las que se les ha quitado la piel, que es la parte que contiene el 

compuesto colorante. En la fabricación del vino tinto, el orujo (piel, semillas y 

trozos del tallo) se deja durante la fermentación. Además de la diferencia de color, 

el vino tinto tiene un aroma más fuerte que el blanco, debido a que contiene una 

mayor concentración de taninos, los cuáles se separan de la piel de la uva durante 

el proceso de fermentación del mosto (Gil, 2009; Madigan et al., 2012). 

 

Para la elaboración de vinos rosados el contacto con la cáscara de la uva 

con el mosto tiene una duración muy corta de manera que ocurre una extracción 

limitada de las antocianinas, que son los compuestos que le dan el color 



ANTECEDENTES                                                                                                                                                 

 

7 
 

característico al vino tinto. También se elaboran vinos rosados con mezclas de 

uvas blancas y tintas o mezclando vinos tintos y blancos (Aleixandre, 1996; García 

y López-Munguía, 2004; Jackson, 2008). 

 

2.1 El proceso de vinificación 
 

La vinificación es el conjunto de tareas o actividades encaminadas a transformar la 

uva en vino, y conlleva los siguientes pasos (Figura 2.1) (Gil, 2009):  

Vinificación en blanco Vinificación en tinto 

  
 

Figura 2.1 Esquema del proceso de elaboración de los vinos blancos y tintos. 
Adaptado de Aleixandre, 1996 y Jackson, 2008. 

Vendimia  

Estrujado/Despalillado 

Sulfitado 

Maceración 

Prensado y escurrido 

Fermentación 

Clarificación 

Filtración 

Embotellado 

Vendimia 

Estrujado 

Sulfitado 

Maceración 

Fermentación 

Prensado y escurrido 

Clarificación 

Filtración 

Embotellado 
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1. La vendimia 

La cosecha de la uva, llamada vendimia, se inicia a finales del verano o 

principios del otoño, que es cuando las uvas presentan una relación adecuada 

entre la concentración de azúcares (°Brix) y la acidez (pH), es decir, han 

alcanzado el grado de madurez deseado. Le relación entre °Brix y acidez titulable 

es un criterio, tanto, de madurez como de calidad de la uva (Tabla 2.1) (Reyner et 

al., 2002). 

 

La uva contiene cantidades importantes de ácido tartárico, el cual le 

confiere la característica de acidez. Esta acidez total titulable expresada como 

ácido tartárico varía entre 0.3 y 1.5%, considerándose en general como un criterio 

de calidad un mínimo de 0.65% (García y López-Munguía, 2004). 

 
Tabla 2.1 Parámetros de madurez recomendados para las uvas destinadas a la 

elaboración de vinos 

Tipo de vino °Brix Acidez mínima 
Relación 

°Brix/acidez 

Blanco 19.5 - 23.0 0.7 27.9 – 33.0 

Tinto 20.5 - 23.5 0.65 31.5 – 36.2 

Dulce 22.0 – 25.0 0.65 33.8 – 38.5 

Adaptado de García y López-Munguía, 2004. 

 

 

Suele ocurrir que algunos viticultores, apremiados por llevar a las bodegas 

su cosecha, tienden a comenzar demasiado pronto la vendimia. Para la mayoría 

de las uvas, pero sobre todo en las tintas, unos pocos días de maduración 

complementaria permiten, mejorar su calidad debido a un mayor enriquecimiento 

en azúcares, una disminución de la acidez y una evolución favorable de los 

polifenoles; sin embargo, en el caso contrario, al retrasar la vendimia, se corre el 

riesgo de podredumbre de la fruta. (Reyner et al., 2002). 
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2. Estrujado 

 

Una vez pesada la uva y determinado su grado alcohólico en potencia, la 

primer operación que se lleva a cabo es enviarla a una máquina estrujadora, que 

puede incluir o no el proceso de despalillado (Tabla 2.2). Estos procesos deben 

llevarse a cabo lo más pronto que sea posible después de la vendimia, con el fin 

de evitar la oxidación, la contaminación o la prematura fermentación de la fruta 

(Aleixandre, 1996; Jackson, 2008). 

 

El estrujado consiste en aplastar o triturar la uva, de manera que se libere el 

jugo de la pulpa o mosto, que posteriormente será fermentado, pero de modo que 

no se rompan las semillas, ya que esto incrementaría considerablemente el nivel 

de taninos dando como consecuencia un producto muy astringente, además éstas 

contienen sustancias oleaginosas que podrían estropear el vino. Durante este 

paso se incorporan en el mosto las levaduras autóctonas presentes en la 

superficie de las uvas. Por otro lado, en el despalillado se separa el orujo (piel, 

semillas y trozos del tallo) de las uvas antes de ser exprimidas (Varnam y 

Sutherland, 1994; Hernández, 2003; Jacques y Peynaud, 2003; García y López-

Munguía, 2004). 

 

El viticultor debe elegir el método de estrujado adecuado para la variedad 

de uva y el vino que desee conseguir. Por ejemplo, en el caso de vinos muy 

delicados, como el Champagne, se suprime o se lleva a cabo un estrujado muy 

suave, sin despedazar los hollejos. Para las vinificaciones en tinto, al estrujado 

debe realizarse con cuidado –para no destrozar las fracciones sólidas de la uva- y 

muy completo para permitir una liberación total y rápida de los compuestos 

colorantes durante la maceración del mosto (Gil, 2009). 

 

En caso de que el estrujado no se realice de una manera adecuada, existe 

una liberación muy lenta de los azúcares de la pulpa de la uva y con ello riesgos 

de alteración bacteriana en el vino (Jacques y Peynaud, 2003). 
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Tabla 2.2 Efectos del estrujado y del despalillado 

Efecto Ventajas Inconvenientes 

ESTRUJADO 

Estallido de las bayas 

Incorporación al mosto de 

levaduras autóctonas 

Riesgo de contaminaciones 

microbianas indeseables 

Fermentación más completa 
Fermentación demasiado 

rápida 

Bombeo más fácil del mosto  

Aireación 

Maceración más eficaz 
Oxidación de polifenoles y 

aromas 

Homogeneización de la 

vendimia 

Formación de compuestos 

indeseables 

Desarrollo de levaduras  

DESPALILLADO 

Eliminación de raspones 

Reducción del volumen 

necesario de tanques de 

fermentación 

Prensado más difícil 

Reducción de la masa a 

prensar 
 

Reducción de los caracteres 

herbáceos 
 

Taninos totales más 

escasos 
 

Adaptado de Jacques y Peynaud, 2003. 

 

 

3. Sulfitado 

 

Posterior al proceso de estrujado, la adición de dióxido de azufre (SO2) es 

una práctica habitual para inhibir el crecimiento de levaduras indeseables en la 

fermentación y de bacterias alteradoras, aunque el SO2 es eficaz para esta 

aplicación existe una cierta preocupación acerca de su seguridad debido a que 
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existen personas sensibles que presentan reacciones alérgicas a este compuesto. 

En México el límite máximo es de 300 mg/L y se debe reportar en la etiqueta con 

la leyenda “contiene sulfitos” (NMX-V-012-1986; Varnam y Sutherland, 1994). 

 

El SO2 es el antiséptico más importante que existe hoy en enología y se 

agrega para (Suárez e Íñigo, 2004):  

 

 Inhibir el crecimiento de microorganismos indeseables y facilitar la acción de 

las levaduras. 

 Impedir la acción de enzimas oxidasas sobre los taninos y colorantes. 

 Retardar el inicio de la fermentación para favorecer la separación del hollejo en 

la elaboración de vinos blancos. 

 Obtener vinos con mayor grado alcohólico y menos contenido de azúcar 

residual. 

 Dar sabor y olor más agradables debido a su poder antioxidante. 

 

Sin embargo el empleo de dosis exageradas puede presentar 

inconvenientes como: 

 

 Enmascarar el aroma y bouquet de los vinos, dándoles un olor picante e 

irritante. 

 Retrasar o inhibir completamente la fermentación. 

 Aparición de ácido sulfhídrico y mercaptanos en los vinos jóvenes. 

 Daños en la salud del consumidor y rompimiento de normas. 

 

Existen diferentes técnicas para el sulfitado, en la tabla 2.3 se muestran 

algunas de las más comunes, así como las ventajas y desventajas más 

destacadas de cada una. 
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Tabla 2.3 Comparación de los diferentes productos de sulfitado 

Producto 
Forma 

comercial 
Ventajas Desventajas 

Azufre Polvo, pastillas 
Puro 

Tradicional 
Buena mezcla 

Poco preciso 
Empleo desagradable y 

peligroso 

SO2 líquido Gas licuado 

Preciso con 
dosificador 
adecuado 
Muy puro 

Riesgo de sobredosis 
Peligroso 

Soluciones 

acuosas de 

SO2 

Solución a 
preparar 

Producto puro 
Fácil de dosificar 

Preparación 
desagradable 

Soluciones 

potásicas de 

SO2 

Soluciones 
comerciales de 

10 a 23% de 
SO2 libre 

Sin necesidad de 
preparar 

Mezcla difícil (densidad 
elevada) 

Soluciones 
concentradas 

inestables 

Soluciones de 

bisulfito de 

amonio 

Solución 
comercial a 
40% SO2 

Soluciones muy 
concentradas 

Estable 
Aporta nitrógeno 

amoniacal 

Mezcla difícil (densidad 
elevada) 

Reservada a mostos 

Matabisulfito 

de potasio 

Polvo 
higroscópico 

Buena mezcla en 
pequeños 
volúmenes 

Poco preciso 
Caro 

Conservación difícil 
Adaptado de Jacques y Peynaud, 2003. 

 

 

4. Escurrido y prensado 

 

Una vez realizado el estrujado, se pasa a un proceso de escurrido para la 

obtención del mosto que posteriormente se fermentará. Esta operación se realiza 

en máquinas escurridoras provistas de prensas con el fin de separar totalmente el 

mosto de la vendimia (Aleixandre, 1996; Jackson, 2008).  

 

La presión que hay que ejercer sobre el fruto depende de factores tales 

como la variedad, el grado de madurez, sus dimensiones, la piel, presencia o 

ausencia de partes leñosas, etcétera. Esta rotura selectiva se traduce en el 
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prensado por una composición variable de los mostos liberados. Cuando se trata 

de uva que ha sido despalillada, estrujada y escurrida previamente el fruto está ya 

dividido y roto, lo que hace que la mayoría del mosto no tenga que llegar a la 

prensa. Cuando el prensado se hace en presencia de partes leñosas y las semillas 

hay que tener cuidado para no dañarlas ya que transmitirán sustancias de sabor 

desagradable al mosto (Flancy, 2003; Hernández, 2003; García y López-Munguía, 

2004; Jackson, 2008). 

 

 

5. Fermentación 

 

Anteriormente la fermentación del mosto solía desencadenarse de forma 

natural y espontánea a partir de las propias levaduras presentes en las uvas, a 

este tipo de fermentación se le denomina fermentación espontánea, sin embargo, 

en ésta se obtiene una baja reproducibilidad de las características finales del vino, 

con lo que baja su calidad. Es por esto que en muchas bodegas se destruyen 

estas levaduras silvestres, como se mencionó antes, añadiendo dióxido de azufre 

en una proporción de aproximadamente 100 ppm (Flancy, 2003; Hernández, 2003; 

Noguez, 2006). 

 

La calidad en un vino es entendida como el cumplimiento a las normas que 

exigen el mercado y los diferentes países en los que se produce y distribuye. Este 

cumplimiento de las normas ha derivado en una mayor apertura a las 

innovaciones tecnológicas.  

 

Principalmente las condiciones técnicas de la fermentación, como la adición 

de levaduras seleccionadas, se han ido mejorando para facilitar el crecimiento de 

las levaduras e impedirlo a otros huéspedes indeseables que pueden estropear el 

producto (Noguez, 2006).  
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El éxito en la adición de la levadura depende de la cepa utilizada 

(características genéticas, pureza de la cepa, acondicionamiento), de las técnicas 

de preparación y de reactivación, del control de las condiciones que aseguran la 

buena marcha de la fermentación (higiene, temperatura, aporte de oxígeno y de 

nitrógeno, contaminación, etcétera) (Flanzy, 2003).  

 

La adición de levaduras específicas permite controlar el arranque de la 

fermentación alcohólica y darle a esta una orientación particular, de esta forma se 

reduce el periodo de latencia, que es el periodo durante el cual la microbiota 

autóctona puede dar lugar a la aparición de malos gustos y acidez en el vino. Las 

cualidades que se desean en una cepa de levadura destinada a esta función son : 

Desarrollo rápido, buena actividad de fermentación, es decir, que produzca 

fermentaciones vigorosas, reproducibles y con baja concentración de azúcar 

residual, buen rendimiento azúcar-alcohol, débil producción de acidez, que posea 

una buena tolerancia al etanol, a la temperatura y al anhídrido sulfuroso, que 

produzca un buen perfil aromático exento de aromas no deseados y, sobre todo 

en la elaboración de vinos espumosos, que flocule y sedimente espontáneamente 

para que sea fácil de eliminar una vez acabada su función (Mesas y Alegre, 1999; 

Flancy, 2003; López et al., 2003; Noguez, 2006). 

 

Como se mencionó, en la fermentación del vino está involucrada una 

compleja microbiota en la que tanto bacterias como levaduras están presentes en 

poblaciones mixtas o suceden una a la otra. En concreto las levaduras juegan un 

papel muy importante, ya que en condiciones de anaerobiosis las levaduras 

realizan la fermentación alcohólica, es decir, degradan los azúcares mediante una 

secuencia de reacciones enzimáticas para la obtención de etanol, dióxido de 

carbono (Figura 2.2) y algunos metabolitos secundarios que confieren las 

características sensoriales particulares de esta bebida (Fleet, 2008).  
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Figura 2.2 Secuencia de reacciones de la fermentación alcohólica 

Adaptado de Mesas y Alegre, 1999. 

 

 

Durante esta etapa ocurre una rápida sucesión de varias especies de 

levaduras, esto es, mientras disminuye la concentración de azúcares y aumenta la 

de etanol las levaduras diferentes a Saccharomyces poco resistentes a estas 

condiciones limitan su actividad metabólica y crecimiento, por el contrario las 

levaduras más resistentes mantienen su actividad metabólica y crecimiento, con lo 

que se convierten en las especies dominantes que dirigen la fermentación 

(Fugelsang y Edwards, 2007; Fleet, 2008; Lappe-Oliveras et al., 2008). 

 

 

6. Clarificación 

 

Tras la fermentación, el vino resultante suele ser opaco debido a que 

contiene en suspensión levaduras, bacterias, fragmentos de células procedentes 

de la uva, etcétera. Para que éste mejore su aspecto, los vinicultores emplean 

métodos, como los siguientes, a fin de clarificarlo (Molina, 2000): 

 

 Decantación 

 Decantación con ayuda de clarificantes o tratamientos enzimáticos 

 Centrifugación 
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El vino obtenido después de la operación de clarificación es más suave, 

más fresco, más aromático y se oxida menos debido a que la mayoría de la 

actividad de la polifenol oxidasa está asociada con las partículas en suspensión. 

Con el fin de acelerar el clarificado de los vinos, la decantación se puede combinar 

con la adición de agentes clarificantes y/o enzimas. Los agentes clarificantes 

(bentonina, gelatinas y albúminas) precipitan los sólidos en suspensión, que 

sedimentan en el fondo. Las enzimas descomponen las pectinas presentes en el 

vino procedentes del mosto, consiguiendo así una disminución de la viscosidad y 

una clarificación más rápida. En general, se llaman sustancias pectínicas a un 

conglomerado de hidratos de carbono, que aparecen en estado coloidal en los 

jugos de frutas (Molina, 2000; Flanzy, 2003; García y López-Munguía, 2004; 

Jackson, 2008). 

 

 

7. Añejamiento 

 

Muchos vinos nunca entran en contacto con el roble de las barricas y se 

embotellan directamente después del filtrado. Sin embargo, otros vinos, tanto 

blancos como tintos, son sometidos a un proceso de añejamiento por cierto tiempo 

(desde algunos meses hasta varios años) para modificar y mejorar los caracteres 

organolépticos de éstas bebidas al desarrollar sabores y aromas más complejos 

(bouquet) y una textura mejor. Durante este proceso el vino es primero sometido a 

una crianza ligeramente oxidativa en barricas de madera, y posteriormente a un 

período más largo de crianza reductora en botella, alejados del aire, donde los 

vinos terminan de alcanzar su madurez (Hidalgo, 2010). 

 

En el añejamiento las sales se precipitan, la acidez disminuye y los 

alcoholes, ácidos y demás componentes se transforman en innumerables 

compuestos como ésteres, aldehídos, acetatos, etcétera, que son los 

responsables de nuevos sabores y aromas del vino (García y López-Munguía, 

2004). 
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El añejamiento es importante para acelerar la clarificación y la estabilidad 

de los vinos, confiriéndoles ciertas características propias de la madera pues, una 

vez embotellados, los vinos ya no pueden recibir más tratamientos ni cuidados 

(Jackson, 2008; Flanzy, 2003). 

 

2.3 Las levaduras vínicas  
 

Las levaduras son hongos unicelulares eucariontes, la mayoría 

perteneciente a los Ascomicetos. A pesar de que han sido aisladas de una gran 

variedad de hábitats tanto terrestres como acuáticos, algunas están restringidas a 

la fuente original de donde fueron aisladas (Mesas y Alegre, 1999; Passarge, 

2010; Kurtzman et al., 2011). 

 

Son organismos facultativos, lo que les permite crecer en condiciones 

aerobias y anaerobias. En condiciones aerobias presentan metabolismo oxidativo, 

transformando los azúcares en CO2 y agua para producir energía e incrementar 

rápidamente su biomasa (1g levadura/4g de azúcar). Bajo condiciones anaerobias 

su metabolismo se vuelve fermentativo, se reducen los azúcares a etanol, CO2 y 

energía, sin embargo su rendimiento disminuye (1g levadura/100g azúcar) ya que 

el 75% de la energía producida se pierde en forma de calor. El tipo de 

metabolismo que las levaduras llevan a cabo depende de su especie y de las 

condiciones en que se desarrollan. A bajas concentraciones de glucosa (menos 

del 1%) y en presencia de aireación las levaduras llevan a cabo el metabolismo 

aerobio, sin embargo, a altas concentraciones de glucosa y aun en presencia de 

oxígeno llevan a cabo el metabolismo fermentativo (Mesas y Alegre, 1999; 

Herrera, 2008). 

 

Las levaduras generalmente forman colonias de diferentes colores y 

texturas. Vistas al microscopio su forma y dimensión celular es diversa; pueden 

ser esféricas, ovales, elípticas, apiculadas, cilíndricas, por mencionar algunas, 
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esto depende de factores como el sustrato en el que viven y la edad de las 

mismas. Su morfología es uno de los caracteres utilizados en su clasificación, 

como también lo son su forma de reproducción y sus características bioquímicas, 

entre otros (Passarge, 2010; Kurtzman et al., 2011). 

 

La mayoría de las levaduras son mesófilas porque su crecimiento óptimo 

está entre los 20 y 25°C, también las hay psicrófilas que crecen entre 4 y 15°C y 

otras toleran temperaturas más elevadas, son llamadas termófilas (>55°C), lo que 

depende del hábitat del que fueron aisladas. Su pH óptimo de crecimiento se 

encuentra entre 4.5-6.5, aunque algunas especies pueden crecer a pH de 3.0 y 

otras a valores superiores de 8.0 (Mesas y Alegre, 1999; Martorell et al., 2007; 

Passarge, 2010; Kurtzman et al., 2011). 

 

Su reproducción puede ser asexual o sexual. La asexual se realiza por 

gemación o fisión. Cuando se reproducen por gemación, la célula madre 

desarrolla una yema o brote llamada célula hija (Figura 2.3); ésta crece hasta 

alcanzar un tamaño similar al de la madre y se separa, aunque ambas pueden 

quedar unidas formando cadenas de células llamadas pseudomicelio (Fugelsang y 

Edwards, 2007; Ruiz, 2008; Passarge, 2010) (Figura 2.4).  

 

 
Figura 2.3 Reproducción asexual por gemación de una levadura (phyterra.com) 
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Figura 2.4 Pseudomicelio (fisio.cinvestav.mx) 

 

Aunque la mayoría de las levaduras se reproducen como células aisladas, 

bajo ciertas condiciones pueden desarrollar filamentos largos con septos, los que 

constituyen el micelio verdadero. Algunas poseen reproducción sexual por 

conjugación en la que se fusionan dos células. La célula resultante es un zigoto 

verdadero y de él emergen esporas sexuales por reducción meiótica (Mesas y 

Alegre, 1999; Fugelsang y Edwards, 2007; Ruiz, 2008; Passarge, 2010; Kurtzman 

et al., 2011). 

 

Cuando el medio es desfavorable, por ejemplo cuando las levaduras han 

fermentado todo el azúcar del medio nutritivo, producen ascas o células madre 

que contienen las esporas. Su estado de vida paralizada y su resistencia les 

permite sobrevivir en unas condiciones que serían fatales para las propias 

levaduras (desecación, calor, contacto con agentes químicos, etcétera). Cuando 

las condiciones vuelven a ser favorables las esporas (ascosporas) germinan y dan 

paso a nuevas células de levaduras (Aleixandre, 1996; Fugelsang y Edwards, 

2007; Kurtzman et al., 2011). 

 

Las levaduras prosperan típicamente en hábitat ricos en carbohidratos 

simples, ambientes altamente húmedos o líquidos, ácidos o alcalinos y con 

nutrientes complejos, tales como frutos, flores, cortezas de árboles, raíces, 

líquidos en fermentación y sustratos azucarados (Ruiz, 2008; Madigan et al., 

2012). 
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Para las levaduras vínicas el suelo es su principal hábitat en el invierno, 

encontrándose en la capa superficial de la tierra. Mientras que en el verano son 

transportadas a la uva por medio de los insectos y del viento, por lo que se 

encuentran ya en las uvas maduras en el momento de la recolección y son 

transportadas junto con ellas a la bodega, normalmente pasando por todo el 

proceso de vinificación. Otra parte de las levaduras comienza a proliferar ya en el 

depósito (Fugelsang y Edwards, 2007). 

 

La microbiota de la vinificación es muy variada (Tabla 2.4), las diferentes 

especies de levaduras se van sucediendo a lo largo de la fermentación del mosto. 

Las levaduras apiculadas aseguran la marcha de la primera parte de la 

fermentación, a ellas se deben los 3 ó 4 primeros grados de alcohol, entre los 

géneros de levaduras más comunes de esta etapa están: Candida, 

Hanseniaspora, Issatchenkia, Metschnikowia, Pichia, Kluyveromyces y 

Zygosaccharomyces. Posteriormente las levaduras del género Saccharomyces 

invaden rápidamente el medio y hacia la mitad de la fermentación las levaduras 

del principio ya han muerto (Aleixandre, 1996; Fleet, 2003). 

 

Saccharomyces cerevisiae es muy capaz de crecer en sustratos con altas 

concentraciones de azúcar y etanol, bajos pH y con compuestos antimicrobianos, 

por lo que está muy bien adaptada a las condiciones de vinificación, según la 

cepa, soporta de 8 a 16 grados de alcohol y su constante predominancia se debe 

más que a su poder alcohólico, a su fuerte intensidad fermentativa (cantidad de 

azúcar transformado por unidad de tiempo). Hacia el final de la fermentación de 

los mostos ricos en azúcares, la especie más dominante es la Saccharomyces 

oviformis, menos sensible al alcohol. Algunas de estas cepas alcanzan los 17 ó 18 

grados de alcohol, siendo muy útiles para el acabado de vinos de alta graduación 

alcohólica (Lopandic et al., 2007). 
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Tabla 2.4 Algunas especies de levaduras vínicas reportadas en uvas, mosto y vino 

Género Especie  Muestra de aislamiento 

Brettanomyces 

anomalus Mosto 

bruxellensis Mosto 

claussenii Mosto y vino 

custersianus Mosto y vino 

custersii Mosto y vino 

intermedius En vinos sudafricanos 

lambicus Mosto y vino 

Candida 

apicola 

Etapas iniciales de la 

fermentación 

boidinii 

brumptii 

cantrellii 

dattila 

guillermondi 

humilis 

intermedia 

kefyer  

lambica 

lipolytica 
Mosto y vinos pero rara en 

mostos griegos y sudafricanos 

sake Uva 

stellata Uva 

tropicalis Común en mostos griegos 

utilis Mostos españoles 

valida Mosto 

vini Mosto 

zemplinina 
Etapas iniciales de la 

fermentación 

Cryptococcus 
albidus Poco común 

laurentii Vinos  

Debaryomyces 
hansenii Mosto 

kursanovi Mostos alemanes 
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Tabla 2.4 Continuación 

Género Especie  Muestra de aislamiento 

Hanseniaspora 

osmophila 
Vinos, especialmente en 

climas templados 
uvarum 

valbyensis 

Hansenula 

anomala 

Mosto y vino fabrianii 

jadinii 

saturnus Vino de cosechas tardías 

subpelliculosa Mosotos españoles y jerez 

Issatchenkia  orientalis Vino 

Kloeckera 

apiculata 
Muy común en uvas, mosto y 

vino 

cortisis Mostos italianos 

japónica 
Mosto y primeras etapas de la 

fermentación 

Kluyveromyces 

lactis Vino espumoso y jerez 

marxianus 

Vino bulgaricus 

vanudenii 

Metschnikowia 
pulcherrima Primeras etapas de la 

fermentación reukaufii 

Pichia 

delftensis 

Uvas, mosto y vino farinosa 

fermentans 

kluyveri Vino y coñac 

membranaefaciens 
Muy común en vinos y al inicio 

de la fermentación 

glutinis 
Poco frecuente en uvas, mosto 

o vinos 

minuta 
Uvas verdes en Nueva 

Zelanda 

mucilaginosa Vinos secos y mostos griegos 

pallida Vinos Italianos 

vini Vino, poco frecuente 
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Tabla 2.4. Continuación 

Género especie  Muestra de aislamiento 

Saccharomyces 

aceti Vinos españoles 

bayanus Uva, mosto y vino 

capensis Uva 

carlsbergensis 
Uvas y menos frecuente en 

vino 

cerevisiae 
Dirige todo el proceso de 

vinificación 

chevalieri Vinos de África e Italia. 

cordubensis Uva 

delbrueckii Vino 

ellipsoideus 
Mosto y poco frecuente en 

vino 
globosus 

heterogenicus 

hispánica Vinos españoles 

inconspiccus Mosto 

italicus 
Uvas y mosto de climas 

templados 

oviformis 

Uvas y mosto, más frecuente 

en etapas finales de la 

fermentación 

roseii Uvas 

transvaalensis Mostos griegos 

Saccharomycodes ludwigii Mosto y vino 

Schizosaccharomyces pombe Vino, utiliza ácido málico 

Torulaspora delbrueckii Vino 

Zygosaccharomyces 

bailii Vino 

bisporus Mosto 

cidri Mosto y cidra 

florentinus Mosto  

microellipsoideus Mosto y vino 

rouxii Uvas y mosto 

Adaptado de Boulton et al., 2002. 
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3. METODOLOGÍA 

Se realizó una investigación exhaustiva y actualizada sobre los métodos 

tradicionales y moleculares de identificación de levaduras con interés enológico. 

Para ello se emplearon los recursos bibliográficos y hemerográficos disponibles 

en: 

 Bibliotecas: Biblioteca de la Facultad de Química, Biblioteca de la Facultad de 

Ciencias, Biblioteca del Instituto de Biología, Biblioteca del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas y Biblioteca Central de la Universidad Nacional 

Autónoma de México. 

 

 Hemerotecas: Hemeroteca de la Facultad de Química, Hemeroteca del Instituto 

de Investigaciones Biomédicas y Hemeroteca de la Biblioteca Central de la 

Universidad Nacional Autónoma de México.  

 
 Revistas electrónicas especializadas en el tema, disponibles en las bases de 

datos de la Dirección General de Bibliotecas de la Universidad Nacional 

Autónoma de México. 

 
 Base de datos de PUBMED, ELSEVIER y SCIENCE DIRECT. 

 

 

La información obtenida fue clasificada y analizada. 

La bibliografía utilizada comprende los años 2006-2012, salvo en algunos casos 

en los que fue necesario utilizar referencias más antiguas debido a la valiosa 

información que éstas contienen y al indiscutible aporte que confirieron a esta 

investigación. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Métodos tradicionales de identificación 

 

Para el análisis de los microorganismos, la identificación precisa de los 

aislados es esencial; las principales especies de levaduras involucradas en la 

fermentación del vino comprenden un gran número de cepas con distintas 

propiedades y características. Estas cepas influyen en la velocidad, en la 

naturaleza y en la cantidad de los metabolitos secundarios que se forman durante 

la fermentación alcohólica y los caracteres aromáticos del vino (Senses-Ergul et 

al., 2006). 

 

La capacidad de diferenciar las levaduras presentes en este proceso, 

principalmente las diversas cepas de Saccaromyces cerevisiae, es muy importante 

para profundizar en estudios sobre cuáles de las cepas nativas presentes en las 

uvas son las responsables de iniciar la fermentación espontánea del mosto, o para 

poder conocer una selección de cepas que presenten las mejores cualidades 

enológicas (Gayon-Ribéreau et al., 2006; Senses-Ergul et al., 2006). 

4.1.1 Aislamiento de las levaduras 

 

En un ambiente natural no es frecuente encontrar un solo tipo de 

microorganismo. Lo que existe son comunidades microbianas, y los métodos que 

permiten el asilamiento y cultivo de los microorganismos de interés son de suma 

importancia. Incluso, sin importar el tipo de metodología que se utilice para la 

identificación, el aislamiento de las levaduras es primordial, ya que sólo al aislar y 

tener un cultivo puro se puede proceder, de lo contrario un cultivo contaminado 

puede arrojar resultados falsos y erróneos. Por esta razón, la recuperación y 

purificación de las levaduras desde el ecosistema original en el que se encuentran, 
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hasta el medio de cultivo más adecuado para el trabajo en el laboratorio, consiste 

en el primer paso de la identificación (Andrade, 2006, Madigan et al., 2012). 

 

Algunas técnicas selectivas son usadas muy a menudo para el aislamiento 

de las levaduras. Estas técnicas emplean medios de cultivo que permiten el 

crecimiento de las levaduras y a la vez suprimen el crecimiento de bacterias y 

mohos. Esto se logra por el hecho de que las levaduras son capaces de 

desarrollarse a niveles de pH y actividades acuosas que, en general, no resisten 

las bacterias; asimismo, los medios pueden incluir antibióticos o fungicidas que 

suprimen el crecimiento de bacterias y mohos (Barnett et al., 2000; Martorell et al., 

2007). 

 

La temperatura promedio de incubación para las levaduras es de 20 - 25°C 

dependiendo de la especie. Por otro lado, los medios acidificados proporcionan 

también un medio selectivo, el pH de los medios suele ajustarse con ácido 

fosfórico o clorhídrico hasta valores de 3.5 – 3.8 (Gayon-Ribéreau et al., 2006). 

 

Además, es importante recordar que para los trabajos de identificación es 

mejor trabajar con cultivos jóvenes (48 horas de incubación aproximadamente) 

para obtener resultados confiables, ya que a medida que un cultivo envejece los 

cambios en las células de las levaduras pueden dar lugar a falsos positivos o a 

malas interpretaciones (Andrade, 2006). 

4.1.2 Observación morfológica 

 

 

La observación morfológica es el siguiente paso en la identificación, con ella 

es posible tener una idea del tipo de levaduras con las que se trabaja (Tabla 4.1).  
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Tabla 4.1 Guía para identificar los géneros de las levaduras vínicas mediante observación 

morfológica. 
 

I. Fisión: Schizosaccharomyces. 

II. Gemación bipolar. 

A. Sin esporas: Kloeckera. 

B. Con esporas. 

1. Esporas esféricas y lisas (conjugación en ascas): Saccharomycodes. 

2. Esporas en forma de bombín o casco (sin conjugación en ascas): Hanseniaspora. 

III. Gemación multilateral. 

A. Formación abundante de ácido acético a partir de glucosa, resistente a la cicloheximida, 

algunas células ojivales, olor pungente en placas antiguas, las colonias disuelven 

CaCO3. 

1. Con esporas: Dekkera. 

2. No se han encontrado esporas: Brettanomyces. 

B. No A. 

1. Con esporas. 

a. Asimilan el nitrato: Hansenula. 

b. No asimilan el nitrato. 

i. Esporas en forma de aguja: Metschnikowia. 

ii. Esporas en forma de sombrero o saturno: Pichia. 

iii. Esporas arriñonadas o en forma de luna creciente: Kluyveromyces. 

iv. Esporas esféricas o elipsoidales. 

1) Ascas dehiscentes: Kluyveromyces o Pichia. 

2) Ascas persistentes. 

a) La conjugación precede inmediatamente a la formación de ascas: 

Torulaspora, Debaryomyces, Zygosaccharomyces. 

b) Conjugación después de la formación de ascas: Saccharomyces. 

2. Sin esporas. 

a. Colonias rosadas o rojas 

i. Asimilación de inositol: Cryptococcus. 

ii. No asimilan inositol: Rhodotorula. 

b. Colonias ni rosadas ni rojas 

i. No asimilan inositol, con seudomicelio: Candida. 

 

Adaptado de Boulton et al., 2002. 
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La observación morfológica se divide en dos partes: una que analiza a las 

colonias y la otra a las células con ayuda del microscopio (Boulton et al., 2002). 

 

En el primer caso se registran las características de la colonia como el 

color, superficie, elevación, textura y borde. En general las colonias de levaduras 

suelen ser de color blanco o crema, lisas, y de tamaño variable, por lo que el 

aspecto morfológico de la colonia no representa habitualmente un carácter 

distintivo importante entre las diferentes especies, aunque existen determinadas 

características que en algunos casos permiten orientar el diagnóstico de género. 

Por ejemplo, colonias lisas de color rosado o asalmonado, y de aspecto mucoso 

son características del género Rhodotorula (Rubio, 2003; Kurtzman et al., 2011). 

 

En el segundo caso la observación se lleva a cabo bajo el microscopio 

óptico (Figura 4.1) y se buscan diferentes características como la forma de las 

células que puede ser ovoide, esférica, ovalada, elipsoidal, apiculada; también se 

puede distinguir el modo de reproducción vegetativa que puede ser por gemación 

bipolar, unipolar o multipolar; o por bipartición binaria. Además de la reproducción 

vegetativa se examina a las levaduras para ver si estas son capaces de crecer en 

filamentos (pseudomicelios) y si producen o no esporas, si el examen es positivo 

en el último caso se analizan las esporas para ver de qué tipo son y de esta 

manera poder incluir a las levaduras estudiadas en el género de Ascomicetos o 

Basidiomicetos (Mesas y Alegre, 1999; Freifelder, 2003; Ruiz, 2008; Passarge, 

2010). 

 
Figura 4.1 Levaduras vistas al microscopio óptico (andaluciainvestiga.com) 
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4.1.3 Pruebas fisiológicas 

 

Este tipo de pruebas se basa en la capacidad que tienen las levaduras para 

crecer en diferentes condiciones físicas, en presencia de antibióticos, de utilizar 

diferentes compuestos como única fuente de carbono o nitrógeno y la capacidad 

que tienen de fermentar azúcares. Sirven principalmente para describir e 

identificar géneros de levaduras y en un grado mucho menor para identificar 

especies (Barnett, 2000; Kurtzman et al., 2011). 

Fermentación de carbohidratos 

 

 Las levaduras tienen una gran variabilidad en su habilidad de fermentar 

azúcares y al parecer no existen excepciones a la regla que indica que cuando 

una levadura fermenta un carbohidrato es también capaz de crecer en él; sin 

embargo, no sucede lo mismo a la inversa. Existen levaduras que pueden crecer 

anaeróbicamente en azúcares que no pueden fermentar (Kurtzman et al., 2011). 

 

 Este ensayo prueba la capacidad que tienen algunas levaduras de 

fermentar uno o más azúcares, y se basa en los postulados de Kluyver-Dekker, los 

cuales señalan que toda levadura que no fermenta glucosa no fermenta a su vez 

ningún otro azúcar, toda levadura que fermenta glucosa también fermenta fructosa 

y manosa y ninguna levadura que fermenta maltosa puede fermentar lactosa y 

viceversa (Rubio, 2003). 

 

Esta prueba se realiza a partir de un cultivo joven de 48 horas, se siembran 

los tubos por duplicado con las levaduras a estudiar. En general, la incubación se 

lleva a cabo a 25°C y 30°C, y se le da seguimiento por un período de 48 horas, si 

resulta negativo se observa nuevamente a los 3 días, posteriormente a los 6 días y 

si no se lleva a cabo la fermentación a los 10 días el resultado se toma como 

negativo, incluso algunos autores reportan tiempos de incubación de 15 y 20 días. 
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El gas resultante de la fermentación se recoge en las campanas de Durham 

(Wang et al., 2003; Capello et al., 2010; Csoma et al., 2010). 

 

Existen diversos métodos para detectar la producción de dióxido de 

carbono proveniente de la fermentación de azúcares, sin embargo, el método más 

usado son los tubos de Durham. Los tubos de Durham contienen soluciones al 2% 

(p/v) de los azúcares que serán probados, además se introducen pequeños tubos 

de manera invertida para colectar el gas producido durante la fermentación, 

llamados campanas de Durham (Csoma et al., 2010; Kurtzman et al., 2011). 

Crecimiento con una sola fuente de carbono 

 

Estas pruebas están basadas en la capacidad variable de las diferentes 

especies de levaduras para crecer en medios de cultivo que contienen 

compuestos diversos que sirven como única fuente de carbono, los compuestos 

que se usan son casi siempre azúcares, ácidos orgánicos y algunos alditoles; y se 

realizan únicamente sobre las cepas que no han fermentado ningún azúcar para 

saber si son capaces de metabolizarlos por vía oxidativa (Griffin, 1994; Barnett, 

2000; Rubio, 2003). 

 

Para identificar una levadura se requiere ensayar más de 50 de los 

compuestos antes mencionados y se sugiere que los ensayos se hagan en 7 

intervalos diferentes de temperatura de incubación lo que vuelve a la identificación 

un proceso muy tardado e incosteable para muchos laboratorios, los compuestos 

utilizados en estas pruebas son generalmente glucosa, galactosa, maltosa, 

lactosa, rafinosa, trehalosa, ribosa, glucosamida, xilosa, arabinosa, sacarosa, 

glicerol, manitol y ácido acético (Rubio, 2003; Barnett, 2000). 

 

Las pruebas pueden hacerse en medio líquido o sólido, este último se 

conoce como auxanograma y es el más empleado pues permite hacer varios 

ensayos en una sola caja. Las levaduras son inoculadas en un medio que contiene 
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todos los requerimientos nutritivos excepto una fuente de carbono (generalmente 

se usa el medio Yeast Nitrogen Base o YNB). Los diferentes compuestos de 

carbono que se van a probar se disponen en la superficie del agar mediante 

discos de papel absorbente empapados con soluciones acuosas al 20% de cada 

nutriente. El crecimiento de una levadura en la zona circundante a los discos 

indica la capacidad de utilización de esta sustancia como única fuente de carbono 

(Linares y Solís, 2007). 

Crecimiento con una sola fuente de nitrógeno 

 

Las levaduras son capaces de utilizar una vasta variedad de fuentes de 

nitrógeno. Los compuestos más comúnmente utilizados en esta prueba son 

nitratos, nitritos, etilamina, cadaverina, L-lisina, imidazol, glucosamina, creatina y 

creatinina. Las levaduras que crecen con nitrato como única fuente de nitrógeno 

son también capaces de crecer en nitrito, pero a la inversa esto no siempre ocurre 

(Griffin, 1994; Kurtzman et al., 2011). 

 

 Son pocas las levaduras que asimilan nitratos, lo que significa que la mayor 

parte de las levaduras existentes en la naturaleza no están capacitadas para 

metabolizar estos compuestos; por lo que esta prueba es de gran utilidad, ya que 

si resulta positiva para un género, es normalmente una característica de todas las 

especies dentro del mismo (Barnett et al., 2000). 

 

Por ejemplo, la inhabilidad de las levaduras Saccharomyces para 

aprovechar la lisina como única fuente de nitrógeno es un hecho muy explotado 

para la diferenciación de éste género de las poblaciones de levaduras presentes 

en la fermentación (Csoma et al., 2010). 

 

Las pruebas se hacen generalmente en medio sólido, con un auxanograma 

como el descrito anteriormente, con la diferencia que las levaduras son inoculadas 



RESULTADOS: Métodos tradicionales de identificación                                           
 

32 
 

en un medio que contiene todos los requerimientos nutritivos excepto una fuente 

de nitrógeno (Barnett et al., 2000; Rubio, 2003). 

 

Se ha encontrado que fermentaciones retardadas de vino se deben a 

cantidades pobres de nitrógeno asimilable para las levaduras lo que pone de 

manifiesto la importancia de este compuesto para el metabolismo fermentativo 

(Wang et al., 2003). 

Requerimientos vitamínicos 

 

La habilidad de las levaduras por crecer en medios con únicamente glucosa 

y minerales y deficientes en todas las vitaminas fue introducida como prueba de 

identificación por Wickerman (1951) y extendida a incluir los requerimientos 

individuales de vitaminas por van Uden y Farinha (1958) (Kurtzman et al., 2011). 

 

La determinación de requerimientos vitamínicos está basada en si las 

levaduras pueden o no crecer en un medio mineral con la falta de una o varias 

vitaminas ya que de forma natural las levaduras no sintetizan estos compuestos y 

son comunes las deficiencias, principalmente de biotina y tiamina (Griffin, 1994).  

 

Para llevar a cabo la prueba un tubo con medio libre de vitaminas es 

inoculado, generalmente las levaduras crecen bien en este medio con las reservas 

que tiene la célula. Se requiere de un segundo tubo con medio libre de vitaminas y 

un set completo de tubos con medios ricos en diferentes vitaminas que son 

usados para probar los requerimientos individuales de vitaminas para cada 

levadura. Cuando el análisis se lleva a cabo, se toman pequeñas alícuotas de la 

suspensión de células del primer tubo y se van agregando a cada tubo de prueba 

(Barnett et al., 2000; Medina et al., 2012). 

 

Las vitaminas que en general se ensayan son: biotina (vitamina B7), ácido 

fólico, niacina (vitamina B3), tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), ácido 
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pantoténico (vitamina B5), piridoxina (vitamina B6) e inositol (Griffin, 1994; Medina 

et al., 2012). 

 

Es preciso aclarar que no todas las vitaminas son necesarias para cada uno 

de los microorganismos que protagonizan la fermentación, ya que algunos 

sintetizan por sí mismos algunos compuestos. Ciertas vitaminas son 

imprescindibles para una especie de levadura, pero no para otra especie distinta 

(Suárez e Íñigo, 2004). 

Crecimiento en condiciones de estrés osmótico 

 

El propósito de esta prueba es diferenciar a las levaduras capaces de crecer 

en concentraciones elevadas de azúcar, ya que las levaduras que provienen de 

sustratos con altas concentraciones de azúcar son generalmente resistentes a 

presiones osmóticas altas. Muchas especies de levaduras pueden crecer en 

concentraciones mayores a 40% (p/p), mientras que algunas especies pueden 

crecer hasta en concentraciones de 50 a 70% de glucosa (osmófilas) (Martorell et 

al., 2007). 

 

La mayoría de las levaduras requiere un mínimo de actividad de agua (aw) de 

0.85 para su crecimiento, mientras que las levaduras osmófilas pueden crecer, a 

un ritmo lento, a valores de aw entre 0.61 y 0.75. Es por ello que los mostos con 

cantidades de azúcar muy elevadas (60-70%) tienen problemas de fermentaciones 

tardías e incluso la fermentación puede no llevarse a cabo (Mills et al., 2002; 

Tofalo et al., 2009). 

 

Los medios de cultivo con grandes concentraciones de azúcar, que se 

encuentran en tubos con torundas de algodón y en cajas de petri, generalmente 

tienden a deshidratarse rápidamente en climas secos debido a la evaporación. El 

agua que se pierde puede afectar los resultados por lo que se recomienda incubar 

los tubos y cajas en bolsas herméticas que permiten el intercambio de gases pero 
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evitan las pérdidas de agua. Es común el uso de parafilm para sellar las cajas de 

petri y evitar de esta manera la evaporación (Kurtzman et al., 2011). 

Tolerancia a 1% de ácido acético 

 

Sand (1973) y Pitt (1974), demostraron que las levaduras podían 

distinguirse en base a su resistencia a los ácidos acético y benzoico, debido a que 

la resistencia a estos ácidos está limitada a muy pocas levaduras (Kurtzman et al., 

2011). 

 

La prueba se realiza en medio YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona, 

2% glucosa, agar 2%) con 1% de ácido acético, las cajas son incubadas a 25°C y 

revisadas después de 3 y 6 días para observar el desarrollo de las colonias. Si las 

colonias no se desarrollan es un resultado negativo, si crecen es un resultado 

positivo (González y Rodríguez, 2001; Guaragnella et al., 2006; Agnolucci et al., 

2009). 

Tolerancia a etanol 

 

Varias especies de levaduras son capaces de formar etanol por 

fermentación de monosacáridos y oligosacáridos. La expresión cuantitativa de 

esta propiedad es, sin embargo, bastante variable entre las levaduras 

fermentadoras, que van desde 1-2% (p/v) a 14% y mayor en algunas cepas, en 

sentido estricto, del género Saccharomyces. La tolerancia a las concentraciones 

de alcohol etílico superior al 12-13% (p/v) es un carácter tecnológico muy 

apreciado en el caso de las levaduras utilizadas como iniciadores de fermentación 

en la industria del vino. (Masneuf-Pomarède et al., 2010; Kurtzman et al., 2011). 

 

La prueba se realiza en medio YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona, 

2% glucosa, agar 2%) con 10% de etanol, las cajas son incubadas a 25°C y 

revisadas después de 72 horas para observar el desarrollo de las colonias. Si las 
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colonias no se desarrollan es un resultado negativo, si crecen es un resultado 

positivo (González y Rodríguez, 2001; Guaragnella et al., 2006; Agnolucci et al., 

2009). 

4.1.4 Pruebas bioquímicas 

 

Las pruebas bioquímicas de identificación son menos usuales en levaduras 

que en bacterias. La mayoría se basa en la presencia o ausencia de ciertas 

enzimas, o en la producción de ciertos compuestos. Son pruebas más elaboradas 

y por lo tanto menos factibles cuando se busca un método de identificación rápido 

(Suárez e Iñigo, 2004). 

Escisión de arbutina 

 

Esta prueba determina si la levadura puede o no hidrolizar la arbutina con la 

producción de la enzima β-glucosidasa. La inoculación se realiza a partir de un 

cultivo joven de 48 horas, incubando los tubos sembrados a 27°C. A los quince 

días se compara la tonalidad del medio con la del tubo que se conserva con medio 

estéril como patrón (Suárez e Íñigo, 2004). 

 

La composición del medio para ésta prueba consiste en: 0.5% arbutina, 

0.1% extracto de levadura, 2% agar, 0.001% citrato férrico. La sal férrica soluble 

reaccionará con la quinona libre, procedente de la hidrólisis de la arbutina 

(hidroquinona-β-D-glucopiranósido), dando lugar a la aparición de un color oscuro 

si la enzima está presente, o quedando en su coloración original si no es así 

(Pando Bedriñana et al., 2010). 

 

Pando Bedriñana y cols. (2010), analizaron la diversidad y la dinámica de 

las levaduras durante la producción de sidra Asturiana. Las levaduras se aislaron 

de jugo de manzana y en diferentes etapas de la fermentación. Se llevaron a cabo 
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pruebas bioquímicas como la escisión de la arbutina con la que se observó la 

producción de la -glucosidasa. 

 

En el estudio la detección de la actividad -glucosidasa, con arbutina como 

la única fuente de carbono, se encontró en dos cepas de S. cerevisiae, lo cual es 

muy poco frecuente, ya que la actividad de la -glucosidasa generalmente se 

presenta en levaduras distintas al género Saccharomyces.  

 

La importancia de esta actividad reside en su capacidad para liberar 

compuestos aromáticos a partir de glucósidos naturales, aumentando así la 

concentración de compuestos volátiles y mejorando con esto la calidad 

organoléptica de las bebidas (Pando Bedriñana et al., 2010). 

Producción de ácido a partir de glucosa 

 

En general, todas las levaduras producen diferentes ácidos, tanto volátiles 

(acético, propiónico, isobutírico, butírico, isovalérico, valérico, isocaproico, 

caproico, por mencionar algunos) como no volátiles (pirúvico, láctico, fumárico, 

succínico, hidrocinámico y fenilacético), cuando se siembran en algún medio, sin 

embargo, ésta producción es evaluada únicamente cuando la producción de ácido 

acético se da en grandes cantidades (Koneman et al., 2008). 

 

El medio glucosa-extracto de levadura-carbonato de calcio llamado GYC 

agar, contiene glucosa (50 gL-1), extracto de levadura (10gL-1), carbonato de calcio 

(20 gL-1) y agar (10 gL-1) es usado para esta prueba y el resultado se determina 

mediante la disolución del carbonato de calcio. La característica principal de 

especies como Dekkera/Brettanomyces es la producción de ácido, pero esta 

producción es débil en algunas cepas Las cepas a evaluar se siembran en un tubo 

con medio inclinado o en una caja petri con medio GYC y ser incubadas a 25°C. 

Los cultivos deben ser observados con frecuencia en intervalos de hasta dos 

semanas para observar los halos que se forman alrededor del medio. Este 
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resultado se puede obtener con la producción de cualquier ácido por parte de la 

levadura (González y Rodríguez, 2001; Wu et al., 2012). 

 

4.1.5 Sistemas automatizados  

 

Debido a la cantidad de pruebas que requiere la identificación fisiológica y 

el tiempo que lleva hacer un análisis de esta manera, se han diseñado diferentes 

sistemas comerciales (kits) de identificación rápida que tienen el mismo 

fundamento que las pruebas anteriores pero permiten ser desarrolladas en menos 

tiempo, entre los más comunes están Vitek®, Sistema RapID Yeast Plus®, Sistema 

API® y Auxacolor®. El que probablemente es el más utilizado tanto por su precio 

como por el porcentaje de identificación correcta que ofrece (97%) es el sistema 

API® (Andrade, 2006).  

 

La mayoría de estos sistemas se basan en la taxonomía numérica, la cual 

fue definida en por Sokal y Sneath (1963) como “la evaluación numérica de la 

afinidad o similitud entre unidades taxonómicas y el agrupamiento de estas 

unidades en taxones, basándose en el estado de sus caracteres” (Sokal, 1966; 

Ferrari et al., 1995). 

 

Su metodología consiste en determinar varios caracteres de diferentes 

microorganismos, a cada uno de estos caracteres se les da la misma importancia, 

y una computadora analiza todos los datos reconociendo las diferencias y 

analogías entre ellos, para hacer la separación de grupos mediante los datos 

obtenidos. Las primeras separaciones se hacen atendiendo a caracteres 

morfológicos y estructurales, realizando a continuación un gran número de 

pruebas de naturaleza variada, anotando los resultados de las mismas con un 

signo positivo o negativo; los datos se recogen en tablas y son codificados 

(Montiel, 1991; Ferrari et al., 1995; Suárez e Íñigo, 2004). 
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Entre las ventajas que presentan estos sistemas automatizados están su 

facilidad de manejo, el poco espacio de almacenamiento requerido, fácil 

interpretación, alta reproducibilidad, la posibilidad de realizar numerosas pruebas a 

la vez; mientras que por otro lado sus desventajas son que sólo se pueden 

identificar determinado número de levaduras contenidas en la base de datos y que 

no es posible detectar posibles contaminaciones, aunque la desventaja principal 

de estos kits es que fueron diseñados para su uso en clínica por lo que su 

aplicación en alimentos es muy restringida (Kitch et al., 1996; Heelan et al., 1998; 

Arias et al., 2002).  

Sistema API® 

 

El sistema API® (API 20C AUX® y el API/ATB ID 32C®) es el sistema más 

común para la identificación de levaduras. Estos kits comerciales consisten en una 

tira de plástico con 20 y 32 pruebas miniaturizadas, tanto bioquímicas como de 

asimilación, respectivamente (Figuras 4.2 y 4.3) (Heelan et al., 1998; Linares y 

Solís, 2007). 

 

Los pozos contienen los sustratos deshidratados para las reacciones; las 

cúpulas se inoculan con un medio mínimo y las levaduras sólo se reproducen si 

son capaces de utilizar el sustrato correspondiente (Koneman et al., 2008). 

 

 
Figura 4.2 Sistema API 20C AUX® (Linares y Solís, 2007). 
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Figura 4.3 Sistema API ID 32® (Linares y Solís, 2007). 

 

Los resultados de las reacciones se obtienen en 24 a 72 horas. Para leerlas 

se compara la turbidez del medio dentro de cada microtubo con la de los 

controles, una cúpula más turbia que el testigo indica una reacción positiva. Los 

resultados se agrupan en triadas y se suman puntos de acuerdo a si la reacción es 

positiva (+) o negativa (-), con esto se crea un código de siete dígitos para API 

20C AUX® y de 10 dígitos para API/ATB ID 32C®  (Heelan et al., 1998). 

 

La identificación se realiza usando el código y comparando ese resultado 

con la base de datos. La base de datos de API ID 32® incluye 63 especies de 

levaduras y la de API 20C AUX®, 43 (Koneman et al., 2008). 

 

El sistema API® fue el primer método comercial usado para la identificación 

de levaduras, y es comúnmente utilizado como uno de los principales métodos de 

referencia cuando se realizan pruebas con los demás sistemas comerciales (Kitch 

et al., 1996; Heelan et al., 1998). 

Sistema Vitek® 

 

Las tarjetas bioquímicas para levaduras (Yeast Biochemical Card) del 

sitema Vitek® permiten la identificación de organismos levaduriformes y afines de 

forma automatizada. Son tarjetas plásticas que contienen 30 pocillos (26 pruebas 
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bioquímicas convencionales y 4 controles) que se inoculan con una suspensión de 

la levadura en una solución salina equivalente a un estándar de Mc Farland no. 2 y 

se incuba a 30°C durante un período de entre 24 a 48 horas en la cámara de 

incubación que el mismo sistema provee (Heelan et al., 1998; Koneman et al., 

2008; Linares y Solís, 2007). 

 

El sistema Vitek® consta de un módulo con cámara de vacío para la 

inoculación de las tarjetas, un lector/incubador, un sistema automático de 

manipulación de tarjetas, un fotómetro para medir la densidad óptica, además se 

requiere un sistema computarizado que registre los resultados y los compare con 

la base de datos (Koneman et al., 2008). 

 

Los cambios de color se leen por espectrofotometría y se informa del 

resultado con un código numérico de nueve dígitos. La base de datos incluye 36 

especies de levaduras: 16 especies del género Candida, 6 Cryptococcus, 3 

Rhodotorula, 2 Trichosporon, 3 Geotrichum, 2 Prototheca, Hansenula anómala, 

Pichia homeri, Saccharomyces cerevisiae y Yarrowia lipolytica (Koneman et al., 

2008; Linares y Solís, 2007). 

 

Su principal desventaja es que se requiere equipo adicional como la cámara 

de vacío y un espectrofotómetro aumentando el costo del análisis (Koneman et al., 

2008). 

Sistema RapID Yeast Plus ® 

 

El sistema RapID Yeast Plus® está compuesto por un panel de 18 pocillos; 

cada uno contiene un sustrato convencional o cromogénico que detecta la 

utilización de hidratos de carbono como sustrato, la hidrólisis de ácidos grasos y 

urea, y la hidrólisis enzimática de sustratos glucósido y arilamida (Kitch et al., 

1996; Espinel-Ingroff et al., 1998) (Figura 4.4).  
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Figura 4.4 Kit comercial RapID Yeast Plus System® (Linares y Solís, 2007). 

 

Se incuba durante cuatro horas a 30°C y se lee después de agregar los 

reactivos específicos. Las reacciones se determinan por cambios de color de 

sustratos cromogénicos dentro de los pocillos de reacción, éstas se agrupan en 

triadas y se suman puntos de acuerdo a si la reacción es positiva (+) o negativa (-) 

(Arias et al., 2002; Linares y Solís, 2007) (Figura 4.5).  

 

 
Figura 4.5 Panel de reacciones de RapID Yeast Plus System®  

(Linares y Solís, 2007). 

 

A partir de los resultados obtenidos se crea un código de seis dígitos y se 

compara con una base de datos que incluye 43 especies de levaduras. La 

principal ventaja es el tiempo de reacción, que es muy corto (cuatro horas) en 

comparación con los otros kits comerciales (Kitch et al., 1996; Espinel-Ingroff et 

al., 1998; Heelan et al., 1998; Smith et al., 1999; Arias et al., 2002; Linares y Solís, 

2007). 
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AUXACOLOR® 

 

El kit comercial Auxacolor® (Figura 4.6) es un sistema de identificación que 

se basa en la utilización de 13 hidratos de carbono y el crecimiento se visualiza 

por el cambio de color del indicador de pH (Linares y Solís, 2007). 

 

 
Figura 4.6 Kit comercial AUXACOLOR® (Linares y Solís, 2007). 

 

La placa de microtitulación contiene 16 pocillos y se lee después de 24 a 72 

horas de incubación a 30°C. El cambio de color (amarillo) del indicador de pH se 

interpreta como crecimiento positivo para el azúcar en cuestión (Figura 4.7). 

Todas las pruebas de la galería se agrupan en tripletes para obtener un código 

numérico. La identificación de la levadura se consigue comparando el código 

numérico resultante con la base de datos que proporciona el fabricante, la cual 

contiene 26 especies de levaduras (Linares y Solís, 2007; Willemsen et al., 1997). 

 

 
Figura 4.7 Galería AUXACOLOR® (Linares y Solís, 2007). 
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4.2 Métodos moleculares de identificación 

 

En la actualidad los métodos tradicionales se han reemplazado 

paulatinamente con los métodos moleculares ya que éstos ofrecen ciertas 

ventajas, como la rapidez y precisión en las identificaciones, por mencionar 

algunos beneficios (Beh et al., 2006). 

 

Los métodos moleculares pueden ser usados para detectar e identificar 

microorganismos en dos formas diferentes. En la primera, se combinan los 

métodos tradicionales de cultivo, como el sembrado en placa o el enriquecimiento, 

con métodos de identificación genotípica. El análisis de la población microbiana, 

en este caso, no se realiza directamente con el número de células originales 

contenidas en la muestra, sino con su progenie, es por esto que son llamados 

métodos indirectos (Giraffa, 2004; Mills et al., 2008).  

 

La mayoría de los métodos indirectos se basan en la identificación de 

polimorfismos en el DNA de las levaduras. El polimorfismo genético se refiere a la 

variación génica observada en las poblaciones. Es la existencia de diferentes 

formas de un gen (alelos) en un locus determinado. Así, dentro de una población 

pueden existir individuos con versiones distintas del mismo gen o distintos alelos y 

cada alelo difiere de los demás en la secuencia de DNA, de modo que estos 

cambios pueden o no alterar la función del producto génico y pueden o no mostrar 

un cambio en el fenotipo. Los polimorfismos se distinguen de las mutaciones 

porque los primeros son más frecuentes, es decir, un polimorfismo es considerado 

como tal cuando la frecuencia de uno de sus alelos en la población es superior al 

1% (Passarge, 2010; Checa, 2007; Andrade, 2006; Cook, 1979). 

 

Los cromosomas de las levaduras enológicas presentan un polimorfismo de 

tamaño importante; estos polimorfismos moleculares pueden explicarse por los 

complejos cambios genómicos a los que son sometidas las levaduras vínicas 
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durante la adaptación a las condiciones estresantes de la vinificación (altas 

concentraciones de azúcar, bajo contenido de nitrógeno, concentraciones en 

aumento de etanol, pH bajo, además de compuestos antimicrobianos que son 

adicionados durante el proceso) estas levaduras podrían mostrar una inestabilidad 

genética que conlleva a grandes rearreglos cromosomales para ser capaces de 

adaptarse a este tipo de condiciones ambientales. Las razones de estos cambios 

genómicos pueden ser múltiples: mutaciones espontáneas, translocaciones 

cromosómicas, recombinación mitótica y la conversión de genes (Flanzy, 2003; 

Lopandic, 2008). 

 

La principal desventaja de los métodos indirectos es el tiempo que toma el 

aislamiento o enriquecimiento de las cepas; otra desventaja importante es que 

estos métodos no detectan microorganismos viables pero no cultivables, lo que 

ocasiona una subestimación de la cantidad de microorganismos presentes en la 

muestra (Ivey y Phister, 2011). 

 

Los microorganismos viables pero no cultivables son microorganismos vivos 

que fueron sometidos a condiciones de estrés en condiciones ambientales 

adversas como la inanición, cambios en el pH del medio, o la presencia de 

sustancias antimicrobianas, por lo que entran en un estado de latencia; también 

pueden ser microorganismos que fueron aislados del ambiente, sin embargo, se 

desconocen las condiciones adecuadas para cultivarlos (temperatura óptima, 

requerimiento de nutrientes, etcétera); y por lo tanto son células vivas que no 

forman colonias o que no se desarrollan en condiciones de laboratorio (Mills et al., 

2008). 

 

Por ejemplo, en la producción del vino el estudio del estado viable pero no 

cultivable de los microorganismos ha ayudado a entender los principales 

problemas de deterioro del producto final, ya que aislar en placas a los 

microorganismos causantes del deterioro no es una tarea fácil, esto debido a los 

inhibidores que contiene el vino, como el sorbato, los sulfitos y el etanol, al estar 
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expuesta a éstas sustancias la microbiota pierde la capacidad de crecer en medios 

de cultivo estándar. A pesar de su incapacidad para formar colonias en placas 

estos microorganismos aún son viables, por lo que su presencia sigue influyendo 

en las características de las bebidas fermentadas como el sabor; además los 

microorganismos indeseables siguen deteriorando el producto a pesar de no haber 

sido aislados, es aquí donde radica la importancia de identificar este tipo de 

microorganismos (Ivey y Phister, 2011). 

 

Entre los mayores inconvenientes de los métodos dependientes de cultivo 

se encuentra la imposibilidad de describir la biodiversidad de los sistemas 

microbianos complejos con precisión, ya que cuando se utilizan, por ejemplo, los 

medios de cultivo la microbiota presente originalmente en la muestra está sujeta a 

cambios importantes, además las poblaciones que son numéricamente menos 

abundantes son difíciles de recuperar e identificar (Cocolin et al., 2011). 

 

La segunda manera de usar los métodos moleculares es analizar a la 

población microbiana directamente en la muestra de la que provienen. Para 

determinar la diversidad de microorganismos presentes y monitorear la evolución 

de las poblaciones microbianas en los alimentos, se han desarrollado métodos 

independientes de cultivo. Estos métodos están dirigidos a la obtención tanto 

cualitativa como cuantitativa de una comunidad microbiana sin la necesidad de 

aislar y cultivar a cada organismo presente, es por ello que son llamados métodos 

independientes de cultivo o métodos directos (Hierro et al., 2006).  

 

Los métodos directos tienen dos ventajas principales: Se pueden identificar 

microorganismos viables pero no cultivables y son métodos mucho más rápidos, 

sin embargo la mayor desventaja de estos, es la incapacidad de diferenciar a los 

microorganismos viables de los que ya no lo son, debido a que el DNA o RNA 

permanecen estables aún después de la muerte del microorganismo (Giraffa, 

2004; Hierro et al., 2006). 
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Para verificar la estabilidad del material genético, Hierro y cols. (2006), 

estudiaron la resistencia del RNA ribosomal y DNA al calentamiento. 

Suspendieron un cultivo de S. cerevisiae (105 UFC mL-1) que posteriormente 

calentaron en un baño de agua a 60°C por 20 minutos y se le dio seguimiento al 

gen 26S DNA ribosomal y RNA ribosomal, tomando muestras a los 10 minutos de 

haber iniciado el tratamiento, al finalizarlo, y durante un subsecuente plaqueo e 

incubación a 25°C por 24 horas (después de 30 minutos, y después de 1, 12 y 24 

horas). Se encontró que tanto el RNAr y DNAr persistieron por más de 1 día; lo 

que indica la resistencia de éstas moléculas a la degradación y la dificultad que 

representaría intentar diferenciar entre microorganismos muertos y viables con 

ellas. 

 

En general los métodos moleculares dan información sobre la cantidad y la 

identidad de los organismos presentes en una muestra, con ellos podemos 

obtener el género o especie, e incluso se puede conocer hasta la cepa específica 

de cada organismo estudiado. Estos métodos son de gran ayuda debido a su 

rapidez y confiabilidad, es por eso que su utilización se ha difundido tanto. 

 

Reacción en Cadena de la Polimerasa  

PCR (Polymerase Chain Reaction)  

 

La reacción en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas 

en inglés, es una técnica que desarrolló, en 1986, el Dr. Kary Mullis, y por la cual 

se le otorgó el Premio Nobel de Química en el año 1993 (Nobelprize.org, 2012). 

 

 La PCR es una técnica in vitro cuyo objetivo es amplificar un fragmento 

específico del genoma; el procedimiento se inicia con cantidades muy pequeñas 

de DNA blanco y se obtienen, en relativamente poco tiempo, millones de copias 

que pueden ser ahora estudiadas con facilidad (Tortora, 2009; Passarge, 2010). 
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La PCR es una reacción en cadena que se repite de 30 a 40 veces. En 

cada ciclo suceden tres reacciones que dependen de la temperatura y el tiempo 

para llevarse a cabo (Hierro et al., 2004; Arroyo-López et al., 2006; Chavan et al., 

2009) (Figura 4.8). 

 

 

1. Desnaturalización:  

Se inicia al calentar la mezcla de reacción entre 94-98°C, a esta 

temperatura los puentes de hidrógeno que mantienen la estructura de doble 

cadena del DNA se rompen, por lo que se separan las hebras dejando expuestos 

los nucleótidos que las forman. Así resultan dos cadenas sencillas que servirán de 

molde para la síntesis del DNA de novo. 

 

2. Alineamiento:  

Ahora la temperatura debe reducirse entre 45-60°C, con esto los cebadores 

reconocen a la hebra molde de DNA. Cada cebador se añade a la cadena sencilla 

por complementariedad con las bases expuestas en lugares específicos del 

genoma. 

 

3. Polimerización o Extensión:  

En este paso la temperatura se eleva nuevamente, llevándose hasta 72°C, 

que es la temperatura óptima para que la enzima Taq Polimerasa actúe. La DNA 

polimerasa elonga cada cebador colocando dinucleótidos trifosfato (dNTP´s) de 5’ 

a 3´, y de esta manera se va sintetizando la nueva cadena de DNA. 
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Figura 4.8 Pasos de la reacción en cadena de la polimerasa 

Adaptado de Fairchild et al., 2006. 

 

 

Después de cada ciclo de síntesis el DNA se calienta para convertir todo el 

DNA sintetizado de novo en cadenas sencillas. A su vez, cada cadena de DNA 

recién sintetizada será empleada para repetir el ciclo. Como resultado, el proceso 
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sigue una curva de crecimiento exponencial hasta que se agota alguno de los 

componentes de la reacción (Figuras 4.9 y 4.10) (Tortora, 2009; Brown, 2008). 

 

 

 

Figuras 4.9 y 4.10 Crecimiento exponencial de las copias de DNA en la PCR 
Adaptado de Fairchild et al., 2006. 
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Para la replicación del DNA se utilizó en un inicio la DNA polimerasa de la 

bacteria Escherichia coli. Pero esta enzima tiene el inconveniente de que se 

desactiva debido a las altas temperaturas a las que se lleva a cabo la reacción, 

por lo cual debía agregarse enzima fresca al comenzar el tercer paso de cada 

ciclo. El descubrimiento de la bacteria Thermus aquaticus que vive en aguas 

termales junto a geissers a 75°C, la cual tiene una DNA polimerasa que funciona 

muy bien a altas temperaturas (72°C) e incluso es estable a 94°C, supuso un gran 

avance, ya que sólo tenía que ser añadida al principio y se mantenía activa 

durante todo el proceso. Esto junto con el diseño de los termocicladores o 

aparatos que consisten en bloques que pueden ser programados para calentarse 

y enfriarse rápidamente en determinados tiempos, condujo a la automatización 

total del proceso (Saiki et al., 1988; Bertrand et al., 1989; Wittbrodt y Erhardt, 

1989). 

 

Para llevar a cabo la reacción de PCR se requiere de un diseño cuidadoso y 

de una idea clara de lo que se busca, ya que se puede efectuar la reacción 

variando diversos factores como las temperaturas y tiempos de alineamiento, 

asimismo se puede elegir entre distintos cebadores o diseñar los propios en caso 

de no encontrar cebadores adecuados, también se puede optar por diferentes 

polimerasas que varían en sus temperaturas óptimas de actividad y en la fidelidad 

con la que polimerizan las nuevas cadenas de DNA, todo esto para tener éxito en 

la aplicación del método (Andrade, 2006).  

 

Las dos principales limitaciones del uso de PCR son que es un método 

cualitativo (sólo proporciona presencia o ausencia de información) y no se puede 

diferenciar entre los microorganismos viables y no viables; además las reacciones 

de PCR son particularmente susceptibles a la contaminación por DNA externo 

(Sanchez, 2006). 

 

Este método puede ser usado para identificación cuando se utilizan 

cebadores específicos para especie o género, sin embargo, es más usado como 
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un punto de partida para diferentes métodos moleculares, como se verá a 

continuación. 

 

4.2.1 Métodos dependientes de cultivo (Métodos indirectos) 

Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa 

QPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction)  

 

Esta técnica es una variación de la técnica de PCR convencional, ya que 

permite amplificar y cuantificar simultáneamente el DNA amplificado de las células 

que se encuentran presentes al inicio de la prueba, sin necesidad de ninguna 

acción posterior. Se basa en la detección y cuantificación de un marcador 

fluorescente, el cual incrementa su señal proporcionalmente a la cantidad de DNA 

amplificado (Tessonnière et al., 2009). 

 

Para llevar a cabo la PCR cuantitativa o PCR en tiempo real los 

termocicladores incorporan un lector de fluorescencia y están diseñados para 

poder medir, en cualquier momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los 

viales donde se realice la amplificación. Los sistemas de detección por 

fluorescencia empleados en la PCR en tiempo real pueden ser de dos tipos: 

agentes intercalantes, como SYBR Green, y sondas específicas marcadas con 

fluoróforo, como TaqMan (Figura 4.11) (Costa, 2004; Postollec et al., 2011).  

 

Los ensayos de QPCR con SYBR Green son sencillos, el colorante se une 

a cada copia nueva de doble cadena producida y al hacerlo aumenta su 

fluorescencia. Por lo que la cantidad de florescencia producida es proporcional a la 

cantidad de DNA de doble cadena originada. SYBR Green no es específico para 

cada secuencia por lo que puede ser utilizada para ensayos con diferentes genes, 
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es flexible, barato y se pueden obtener resultados precisos al validarlos con la 

curva de disociación (Wong y Medarno, 2005; Ivey y Phister, 2011; Postollec et al., 

2011). 

 

 
Figura 4.11 Diagrama de los tipos de sistemas de detección por fluorescencia 

empleados en la PCR en tiempo real. Adaptado de Ivey y Phister, 2011. 

 

 

El ensayo empleando TaqMan es más caro, pero la presencia de la sonda 

de hidrólisis garantiza que sean medidos solo amplicones específicos. Esta sonda 

lleva adherida una molécula fluorescente en el extremo 5’ y otra molécula que 
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inhibe esta fluorescencia llamada “quencher” o “apagador” en el extremo 3’, de tal 

forma que sólo cuando la sonda es desplazada de su sitio por acción de la DNA 

polimerasa la molécula fluorescente se libera de la acción del apagador y emite 

fluorescencia. Sin embargo, para que sea válida esta técnica se requiere realizar 

una curva patrón en las mismas condiciones para conocer la cantidad total de 

DNA que se está amplificando (Wong y Medrano, 2005; Postollec et al., 2011). 

 

Cuando la sonda está intacta, la proximidad del apagador al fluoróforo 

reduce la fluorescencia emitida por el reportero, si la secuencia diana está 

presente, la sonda hibrida entre los cebadores y como la DNA polimerasa alarga el 

fragmento de DNA, la sonda se degrada. Al ser digerida se libera el fluoróforo 

reportero del apagador y se genera la fluorescencia. La intensidad de 

fluorescencia producida en cada ciclo, es proporcional a la cantidad de amplicón 

producido. En general, la sonda se diseña para una región específica entre los dos 

cebadores, con lo que la sonda se utilizará para un microorganismo en concreto 

(Wong y Medrano, 2005; Ivey y Phister 2011).  

 

Las ventajas de esta técnica son su rapidez, sensibilidad y alta 

especificidad, asimismo permite la detección de poblaciones con cuentas bajas, 

incluso en ausencia de un medio de enriquecimiento selectivo y en presencia de 

otras poblaciones dominantes, tiene un nivel de detección de hasta una célula por 

mililitro. Además no se necesita de otra técnica para cuantificar, por lo que reduce 

los tiempos de análisis. Incluso permite la detección de células viables pero no 

cultivables. La posibilidad de seguir el crecimiento y la actividad de las poblaciones 

microbianas en tiempo real y en entornos complejos, como las bebidas 

fermentadas, son de gran ayuda para controlar procesos industriales (Derveaux et 

al., 2010; Zott et al., 2010; Postollec et al., 2011; Zhang et al., 2011). 

 

La principal desventaja es la obtención de falsos positivos por 

contaminación cruzada, es por ello que se pone especial énfasis en el diseño de 

los cebadores así como en la temperatura de alineación; ya que de ello depende 
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la especificidad de la técnica. Otro problema común es la insuficiente amplificación 

de DNA debido a la presencia de sustancias inhibidoras en las muestras, como 

taninos, polisacáridos y pigmentos, que pueden llevar a un aislamiento pobre de 

DNA o a una baja amplificación produciendo falsos negativos. Aunado a eso se 

puede sobreestimar la biomasa viable contenida en la muestra debido a que el 

DNA es más estable que el RNA y éste puede persistir en la muestra mucho 

tiempo después de que el microorganismo muere (Hierro et al., 2006; Tessonnière 

et al., 2009; Le Dréan et al., 2010; Zhang et al., 2011). 

 

Concretamente en la identificación de levaduras en el vino, el principal uso 

que se le ha dado a esta técnica es para la detección y cuantificación de levaduras 

contaminantes que le otorgan al vino características desagradables. Por ejemplo, 

la primer aplicación del QPCR en vino fue para la detección de Dekkera 

bruxellensis ó Brettanomyces bruxellensis. El método resultó de gran utilidad ya 

que su ventaja principal fue la rapidez de detección y cuantificación (3 horas) y la 

especificidad de la reacción con los primers elegidos (DBRUXF 5’-

GGATGGGTGCACCTGGTTTACAC-3’ y DBRUXR 5’-

GAAGGGCCACATTCACGAACCCCG-3’) (Phister y Mills, 2003; Ivey y Phister, 

2011). 

 

Por otro lado Puig y cols. (2011), llevaron a cabo un estudio similar para la 

detección de Brettanomyces bruxellensis en vinos españoles. Con el kit comercial 

VINEO® realizaron la detección de esta levadura en 86 vinos tintos para 

comprobar su efectividad al compararlo con una cuenta tradicional de levaduras 

mediante siembra en el medio selectivo Dekkera/Brettanomyces Diferential 

Medium (DBM) (6.7 g L-1 del medio Yeast Nitrogen Base (Difco), etanol (6% V/V), 

10 mg L-1 cicloheximida, 100 mg L-1 ácido cumárico, 22 mg L-1 de verde de 

bromocresol y 20 g L-1) (Puig et al., 2010). 

 

Los resultados mostraron que el 17.4% de las muestras (15 muestras) 

dieron positivo a la presencia de B. bruxellensis por el sembrado tradicional 
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después de 5 a 7 días de incubación con un rango entre 1.2x101 UFC/mL y 

3.4x104 UFC/mL mientras que el 16.3% (14 muestras) también arrojaron 

resultados positivos con el análisis de PCR cuantitativo en un rango entre 2.0 x100 

y 8.3 x103, sólo después de 7 horas de análisis. Lo que se concluye es que si bien 

ambos métodos llegan a cuantificar la presencia de la levadura, las diferencias 

entre uno y otro son muy evidentes; la discrepancia más marcada es el tiempo que 

necesita cada una de las pruebas, además de la diferencia en la cuantificación, ya 

que se obtuvo un conteo mayor de levaduras por el método de cuenta en placa, lo 

que se atribuyó a la obtención de falsos positivos producidos por bacterias 

resistentes a cicloheximida (Puig et al., 2010; Rodrigues et al., 2001). 

 

Actualmente, QPCR se considera el método más usado para detectar, 

identificar y cuantificar tanto patógenos como microorganismos benéficos, en la 

tabla 4.2 se mencionan diversos artículos en los que se ha usado esta técnica 

para identificar y cuantificar levaduras en el vino (Salinas et al., 2009; Taniguchi et 

al., 2009; Le Dréan et al., 2010; Postollec et al., 2011). 

 

Tabla 4.2 Cuantificación de levaduras presentes en vino mediante QPCR. 

Especie  Muestra Referencia 

Brettanomyces  

bruxellensis  

En vinos embotellados y en la 

etapa final de la fermentación. 

 

Phister y y Mills, 2003 

Delaherche et al., 2004 

Hierro et al., 2006 

Tessonnière, 2009 

Benito et al., 2009  

Puig et al., 2010 

Candida  

zemplinina 

stellata 

sake 

Vino en proceso de maceración Hierro et al., 2006 

Andorrà et al., 2010 

Zott et al., 2010 

 

Hanseniaspora  

uvarum  

Vino en proceso de maceración Hierro et al., 2006 

Andorrà et al., 2010 

Zott et al., 2010 
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Tabla 4.2 Continuación 

Especie  Muestra Referencia 

Issatchenkia  

orientalis 

terrícola 

Mosto Hierro et al., 2006 

Zott et al., 2010 

 

Metschnikowia pulcherrima  Mosto  Zott et al., 2010 

Saccharomyces  

cerevisiae 

bayanus 

ludwigii 

pombe 

Final de la fermentación 

y vinos embottellados 

Martorell et al., 2005 

Hierro et al., 2006 

Salinas et al., 2009 

Andorrà et al., 2010 

Zott et al., 2010 

Torulaspora  

Delbrueckii 

Mosto, vino. Hierro et al., 2006 

Zott et al., 2010 

Zygosaccharomyces  

bailii 

rouxii 

Vinos embotellados Hierro et al., 2006 

Rawsthorne y Phister, 

2006 y 2009 

 

Restricción de Fragmentos Polimórficos 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

 

Es una técnica molecular con la que se obtiene un patrón de bandas 

conocidas como “huellas digitales”, “huellas génicas” o “fingerprinting” (del inglés), 

las cuales muestran la diversidad genética de una comunidad microbiana (Biondi 

et al., 2008). 

  

Es un método muy usado, las especies de levaduras más comunes 

involucradas en las fermentaciones se pueden identificar por el tamaño y 

polimorfismo de los fragmentos de restricción del espaciador interno transcrito, 
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mejor conocido como la región ITS, por sus siglas en inglés (Biondi et al., 2008; 

Sipiczki, 2004). 

 

Los genes ribosómicos (5.8S, 18S y 26S) se agrupan uno tras otro 

formando unidades de transcripción que se repiten en el genoma entre 100 y 200 

veces (Figura 4.12). En cada unidad de transcripción existen otras dos regiones, 

los espaciadores internos (ITS) y los externos (ETS), que se transcriben pero no 

son procesadas y no forman parte de la molécula de RNAr final. A su vez, las 

unidades codificantes están separadas por los espaciadores intergénicos NTS. El 

gen 5S no se incluye en la unidad de transcripción previamente descrita pero 

aparece en la misma unidad de repetición en el caso de las levaduras. Los genes 

ribosómicos 5.8S, 18S y 26S así como los espaciadores ITS y NTS constituyen 

poderosas herramientas para el establecimiento de las relaciones filogenéticas y la 

identificación de especies por contener secuencias conservadas, así como una 

evolución concertada. Esto significa que la similitud entre las unidades de 

transcripción repetidas es mayor dentro de la misma especie (Esteve-Zarzoso et 

al., 1999; Beh et al., 2006; Ivey y Phister) 

 

 
 

Figura 4.12 Representación esquemática de la organización de los genes ribosomales 

Adaptado de Beh et al., 2006. 

 

 

El RFLP consiste en la diferenciación de los microorganismos por el análisis 

de los patrones de ruptura que se generan en sitios específicos del genoma 

cuando el DNA blanco es aislado y digerido por enzimas de restricción. Estas 

NTS NTS ETS 

18S 5.8S 26S 

ITS 1 ITS 2 

5S 

NTS ETS 
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enzimas degradan el DNA cromosomal en pequeños fragmentos de longitud 

definida, estos fragmentos se amplifican mediante PCR y posteriormente con una 

electroforesis en gel los fragmentos son separados de acuerdo a su tamaño 

generando un patrón de bandeo específico para cada cepa (Figura 4.13) 

(Ferrand, 2007; Cova, 2010; Ivey y Phister, 2011; Tofalo et al., 2012). 

 

 
 

Figura 4.13 Fundamento teórico de la técnica de RFLP 

Adaptado de Andrade, 2006. 
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Estos fragmentos se forman debido a que los organismos de diferentes 

géneros y especies, difieren en la distancia de los sitios de corte para cada enzima 

de restricción. La similitud de los patrones generados permite establecer 

correlaciones tanto entre génreros como entre especies; y las diferencias 

encontradas en patrones de bandeo únicos permiten la identificación de cada 

microorganismo (Beh et al., 2006; Ferrand, 2007; Cova, 2010; Ivey y Phister, 

2011; Tofalo et al., 2012). 

 

Generalmente se necesita más de una enzima de restricción para lograr 

una identificación inequívoca. Algunas de las enzimas de restricción más usadas 

son: Cfo I, Hae III, Hinf I, Hpa II, Scr FI, Taq I, Nde II, Dde I, Dra I y Mbo II (Beh et 

al., 2006). 

 

El método RFLP de la región ITS ha sido descrito como una herramienta 

muy útil para la identificación de levaduras, ya que la región ITS es una secuencia 

de RNA no funcional, es decir, es una región no codificante, y muestra una gran 

variabilidad entre cepas; lo que es muy útil en la identificación genómica (Granchi 

et al., 1999). 

 

La variabilidad genética de esta particular región se debe a la presencia de 

RNA de transferencia dentro de la región y a que la tasa de mutaciones del ITS es 

más alta que la de los genes ribosomales, lo que provoca un alto grado de 

variación incluso entre especies estrechamente relacionadas (Biondi et al., 2008; 

Sipiczki, 2004). 

 

La región ITS-5.8S que se encuentra entre los genes 18S y 26S RNA 

ribosomal es una secuencia altamente conservada de genes ribosomales de RNA. 

Debido a que esta región es conservada y muestra una baja variabilidad 

intraespecífica, además de ser codificante, permite el uso de cebadores 

universales para levaduras, lo que es de gran utilidad cuando diferentes especies 
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de levaduras están presentes al mismo tiempo, como sucede en las 

fermentaciones (Granchi et al., 1999). 

 

En particular, el análisis de restricción de la región ITS-5.8S se ha 

empleado para identificar a distintas especies de levaduras; ya que las secuencias 

más conservadas son útiles para la clasificación de altos niveles taxonómicos, 

como el género, y las regiones ITS variables son utilizadas para identificar a nivel 

especie (Granchi et al., 1999). 

 

Las ventajas de este método son su alta reproducibilidad, la rapidez de 

identificación y su resolución, ya que dependiendo de la enzima de restricción que 

se utilice se pueden hacer identificaciones hasta nivel de subespecie. Otra ventaja 

que ofrece el uso de la región ITS es que debido al alto número de copias de 

genes de RNA ribosomal que contiene es muy fácil y rápida de amplificar 

(Andrade, 2006; Biondi et al., 2008). 

 

Las endonucleasas de restricción más usadas para el análisis por RFLP de 

la región ITS-5.8S son HinfI, CfoI y HaeIII, que generan patrones de bandeo 

específicos para cada especie, lo cual es muy útil para identificar un gran número 

de levaduras; sin embargo, en especies que son muy cercanas o que están muy 

relacionadas genéticamente las diferencias no son muy notables (Sipiczki, 2004; 

Cova, 2010). 

 

Sipiczki y cols. (2004) se enfocaron en las cepas de levaduras aisladas de 

uvas y mostos recolectados en distintas zonas del mundo como Hungría, 

Eslovaquia, Holanda y California. El objetivo fue diferenciar las especies Candida 

zemplinina y Candida stellata. Diferentes estudios taxonómicos han revelado que 

C. stellata se confunde fácilmente con la especie C. zemplinina, ya que están 

estrechamente relacionadas.  
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La gran capacidad de C. stellata para tolerar el etanol, altas 

concentraciones de azúcar y su habilidad de crecer a bajas temperaturas 

contribuyen a su presencia durante la fermentación de las uvas para la formación 

del vino. Los métodos taxonómicos tradicionales han dado resultados 

heterogéneos y poco convincentes, debido a que se ha observado una gran 

variabilidad en las secuencia de la región cromosomal codificante del RNA 

ribosomal. La comparación de las diferencias en la secuencia del gen 26S DNA 

ribosomal en cepas de C. stellata, ayudaron a establecer una nueva especie: 

Candida zemplinina (Sipiczki et al., 2004). 

 

De igual manera se observó que las enzimas HinfI, CfoI y HaeIII producen 

patrones idénticos para estas dos especies, por lo que su identificación es 

prácticamente imposible con estas enzimas. Se encontró que para lograr obtener 

patrones específicos para cada especie y así poder diferenciarlas se necesitan las 

enzimas de restricción MboI y DraI (Sipiczki et al., 2004). 

 

Por otro lado, Ocón y cols. (2010), realizaron un estudio en el que 

analizaron la presencia de diferentes levaduras en cuatro viñedos en Rioja, 

España por medio de la técnica de PCR-RFLP para la identificación de levaduras 

del género Saccharomyces a través de la de la región ITS del DNA ribosomal. Los 

resultados obtenidos en este estudio indicaron que la presencia de levaduras 

diferentes a Saccharomyces en los viñedos es superior a la de S. cerevisiae, con 

porcentajes superiores al 60% en todas las muestras analizadas.  

 

También se observó que la cantidad y tipo de levaduras presentes en las 

uvas están relacionadas directamente con el producto o los productos utilizados 

para la limpieza de las mismas; señalaron que la limpieza de las bodegas antes de 

la recepción de las uvas no elimina completamente a las levaduras presentes, por 

lo que éstas posteriormente pueden convertirse en parte del proceso de 

vinificación (Ocón et al., 2010). 
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En la tabla 4.3 se mencionan diversos artículos en los que se ha usado 

esta técnica para identificar diferentes levaduras en el vino. 

 
Tabla 4.3 Identificación de levaduras presentes en vino mediante RFLP 

Género y especie  Especificaciones del método Referencia 

Debaromyces hansenii 

Hanseniaspora uvarum 

Issatchenkia orientalis 

Kloeckera apiculata 

Kluyveromyces thermotolerans 

Metschinikowia pulcherrima 

Pichia membranifaciens 

Saccharomyces cerevisiae 

Torulaspora delbruekki 

Zygosaccharomyces fermentati 

Región ITS1-5.8S-ITS2  

Primers: ITS1 e ITS4  

Enzimas: CfoI, HaeIII, HinfI, 

MaeI 

Guillamón et al., 1998. 

Esteve-Zarzoso et al., 1999. 

Ganga y Martinez, 2004. 

Morrissey et al., 2004. 

Antunovics et al., 2005. 

Combina et al., 2005. 

Zott et al., 2008. 

Sun et al., 2009. 

Ocón et al., 2010. 

Candida stellata  

Hanseniaspora uvarum  

Issatchenkia orientalis  

Kloeckera apiculata  

Kluyveromyces thermotolerans  

Metschnikowia pulcherrima 

P. guilliermondii / membranifaciens 

Saccharomyces  

bayanus/ cerevisiae/ ludwigii  

Schizosaccharomyces pombe  

Torulaspora delbrueckii  

Zygosaccharomyces bailii  
 

Región:ITS1-5.8S-ITS2 

Primers: ITS1 e ITS4 

Enzimas: CfoI, Hae III, 

HinfI, DdeI, MboI, DraI 

Granchi et al.,1999. 

Esteve-Zarzoso et al., 2001. 

Cadez et al., 2003. 

Clemente-Jimenez et al., 2004. 

Rodríguez et al., 2004. 

Sipiczki, 2004. 

C. stellata 

M. pulcherrima 

K. apiculata 

S. pombe 

Región:18S rRNA 

Primers: p108 y M3989 

Enzimas: HaeIII, MspI 

Capece et al., 2003. 

S. cerevisiae 

S. paradoxus 

Región:18S rRNA-ITS1 

Primers: NS1 e ITS2 

Enzimas: AluI, Hae III, 

MspI y RsaI 

Dlauchy et al., 1999. 

Redzepovic et al., 2002. 

 

 



RESULTADOS: Métodos moleculares de identificación                                            
 

63 
 

Tabla 4.3 Continuación 

Género y especie  Especificaciones del método Referencia 

C. stellata/oleophila  

S. bayanus 

S. cerevisiae 

T. delbrueckii 

Región: 26S rRNA 

Primers: NL1 y NL4 

Enzimas: AluI  

Van Keulen et al., 2003 

Candida stellata  

Hanseniaspora uvarum  

Pichia kluyveri  

Torulaspora delbrueckii  

Issatchenkia terricola  

Zygosacchoromyces bailii  

Schizosaccharomyces pombe  

Issatchenkia occidentalis  

Saccharomycodes ludwigii  

Región: 26S rRNA 

Primers: NL1 y LRS 

Enzimas: ApaI, HinfI, MseI  

Baleiras Couto et al., 2005 

S. cerevisiae 

S. uvarum  

Región: MET2 

Primers: EcoRI, PstI 

Demuyter et al. (2004) 

 

 

Amplificación de Fragmentos Polimórficos 

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) 

 

Esta técnica fue desarrollada por Vos et al., en 1995, y combina elementos 

de RFLP y PCR. El AFLP se basa en la amplificación selectiva de los fragmentos 

de la digestión del DNA genómico mediante PCR (de Barros Lopes et al., 1999; 

Fernández-Espinar et al., 2006). 

 

Primero, el DNA blanco se corta con dos enzimas de restricción, una de 

corte muy frecuente y otra de corte poco frecuente, esto produce un juego de 

fragmentos de restricción a los que se les unen oligonucleótidos de 17 a 21pb 

llamados “adaptadores”, los cuales tienen extremos compatibles con las enzimas 
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de restricción. Finalmente los fragmentos con los adaptadores se amplifican a 

través de la técnica de PCR (Vos et al., 1995) (Figura 4.14). 

 

 
Figura 4.14 Representación esquemática de la técnica de AFLP 

http://insilico.ehu.es/AFLP/aflp3.jpg 
 

 

Dependiendo de la complementariedad del cebador con el sitio de 

restricción se puede disminuir o aumentar el número de bandas amplificadas. Para 

interpretar los resultados, los fragmentos se separan en geles de poliacrilamida de 

tipo desnaturalizante y se generan numerosos fragmentos en una sola reacción, 

de esta manera con esta técnica se obtienen perfiles muy específicos que 

permiten la diferenciación a nivel de cepa sin necesidad de conocer la secuencia 

con anterioridad, además que es una técnica muy reproducible (Vos et al., 1995; 

Flores-Berrios et al., 2005; Esteve-Zarzoso et al., 2010). 

 

Los adaptadores para AFLP constan de una secuencia básica y una 

secuencia específica para la enzima (extremos cohesivos); mientras que los 

primers constan de tres partes, una secuencia básica (CORE), una secuencia 

http://insilico.ehu.es/AFLP/aflp3.jpg
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específica para la enzima (ENZ) y una extensión selectiva (EXT). Los 

oligonucleótidos más usados en ésta técnica como adaptadores y primers son 

EcoRI y MseI que se muestran en la tabla 4.4. (Vos et al., 1995; Flores-Berrios et 

al., 2005; Fernández-Espinar et al., 2006; Lopandic et al., 2008; Esteve-Zarzoso et 

al., 2010). 

 

Tabla 4.4 Secuencias de EcoRI y MseI 

 EcoRI MseI 

Secuencia 5’-GAATTC-3’ 5’-TTAA-3’ 

Adaptador 

 
5’-CTCGTAGACTGCGTACC 

CATCTGACGCATGGTTAA-5  

 

5’-GACGATGAGTCCTGAG  
  TACTCAGGACTCAT-5’ 

Primer 
            CORE              ENZ     EXT 
5’-GACTGCGTACC  AATTC  NNN-3’ 

  
             CORE                ENZ  EXT 
5’-GATGAGTCCTGAG  TAA  NNN-3’ 
 

Adaptado de Vos et al., 1995 
 

 

El AFLP es una técnica muy útil para discriminar entre las levaduras a nivel 

intraespecie, además de ser muy reproducible, necesitar pequeñas cantidades de 

DNA y tiene de la posibilidad de crear una base de datos con todos los 

electroferogramas generados; no obstante, tiene el inconveniente de ser una 

técnica muy laboriosa, ya que requiere secuenciadores automáticos y los datos 

que se obtienen son difíciles de interpretar. Aunque la técnica ha sido 

ampliamente utilizada para estudiar bacterias, plantas y animales, en el caso de 

las levaduras los trabajos son muy escasos (Vos et al., 1995; de Barros Lopes et 

al., 1999; Flores-Berrios et al., 2005; Fernández-Espinar et al., 2006; Lopandic et 

al., 2008; Esteve-Zarzoso et al., 2010). 

 

Lopandic y colaboradores (2007), estudiaron cepas de Saccharomyces 

cerevisiae provenientes de vinos de cuatro regiones vitivinícolas de Austria para 

identificar las diferencias genómicas existentes entre ellas y evaluar la influencia 

de estas en la formación del sabor del vino. El ensayo por AFLP mostró que las 
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levaduras si presentaron diferencias en su genoma y se concentraron en cuatro 

grupos que correspondieron con su origen geográfico, además se encontraron 

notables contrastes entre los perfiles de aroma liberados por las levaduras de 

distintas localidades, como las concentraciones de diversos ácidos y alcoholes, 

pero las variaciones más notables se observaron entre los ésteres identificados. 

Por lo que se concluye que levaduras de distintas regiones producen diferentes 

metabolitos secundarios durante la fermentación (Lopandic et al., 2008). 

 

Sin embargo, Salinas y colaboradores (2010), estudiaron cepas comerciales 

de S. cerevisiae aisladas de vinos con el objetivo de diferenciar su genoma y 

estudiar los cambios genotípicos y fenotípicos que éstas presentaban a lo largo 

del proceso de fermentación del vino. Analizaron las cepas aisladas por AFLP y se 

encontraron con que este método no es lo suficientemente sensible para 

diferenciar estas cepas ya que se obtuvieron patrones de amplificación similares 

en todos los casos. 

 

Lo anterior indica que en diferentes localidades las levaduras presentan 

patrones de AFLP únicos, mientras que para la misma localidad presentan 

patrones idénticos de AFLP, es decir que levaduras con distinto origen geográfico 

presentan diferencias más marcadas en su genoma (Lopandic et al., 2008). 

 

A continuación, en la tabla 4.5 se mencionan diversos artículos en los que 

se ha usado esta técnica para identificar diferentes levaduras en el vino. 
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Tabla 4.5 Identificación de levaduras presentes en vino mediante AFLP 

Género y especie  Especificaciones del método Referencia 

Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces paradoxus 

Saccharomyces bayanus 

Saccharomyces pastorianus 

Saccharomyces unisporus 

Saccharomyces exiguus 

Saccharomyces kluyveri 

Dekkera anomala 

Dekkera bruxellensis 

Brettanomyces naardenensis 

Brettanomyces custersianus 

Brettanomyces nana 

Torulaspora delbrueckii 

Issatchenkia orientalis 

Hanseniaspora uvarum 

Hanseniaspora guilliermondii 

Metschnikowia pulcherrima 

Pichia fermentans 

Pichia membranifaciens 

Adaptadores: EcoRI y MseI 

Primers: EcoRI, MseI, EcoRI-A, 

EcoRI-AG, MseI-G y PstI-A. 

de Barros Lopes et 

al., 1999 
de Barros Lopes et 

al., 2002 

Dekkera bruxellensis 

Dekkera anómala 

Adaptadores: PstI y MseI 

Primers: MseI-C y PstI-AC. 
Curtin et al., 2007 

Hanseniaspora uvarum 

Hanseniaspora vineae 

Candida zemplinina 

Saccharomyces cerevisiae 

Adaptadores: EcoRI y MseI 

Primers: EcoRI, MseI-C 
Esteve-Zarzoso et 

al., 2010 

Metschnikowia pulcherrima Adaptadores: EcoRI y MseI 

Primers: EcoRI-A, MseI-C  

Spadaro et al., 2008 

S. cerevisiae  

S. bayanus  

S. paradoxus  

S. pastorianus 

Candida spp. 

Kloeckera spp. 

Adaptadores: EcoRI y MseI 

Primers: EcoRI-C/MseI-C,  
EcoRI-C/MseI-G, 

EcoRI-C/MseI-T, 

EcoRI-AC/MseI-G, 

EcoRI-AC/MseI-C, 

EcoRI-C/MseI-A. 

Flores-Berrios et al., 

2005 

S. cerevisiae (27 cepas) Adaptadores: EcoRI y MseI 

Primers: MseI-CTT/EcoRI-AC,  

MseI-CTT/EcoRI-AT,  

MseI-CAA/EcoRI-AC, 

MseI-CAA/EcoRI-AT, 

MseI-CT/EcoRI-T,  

MseI-CG/EcoRI-A, 

MseI-CC/EcoRI-A, 

MseI-CA/EcoRI-T, 

Gallego et al., 2005 
Azumi y Goto-
Yamamoto, 2001 
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Amplificación Aleatoria de DNA Polimórfico 

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)  

 

La amplificación aleatoria de DNA polimórfico es un método que fue 

introducido por Williams y cols. (1990), ellos propusieron la detección de 

polimorfismos amplificando secuencias de DNA al azar utilizando cebadores 

cortos con secuencias arbitrarias (Baleiras et al., 1994; Cova, 2010). 

 

RAPD es una de las técnicas más utilizadas para identificación de 

levaduras, ésta consiste en amplificar de manera aleatoria el DNA del 

microorganismo que se desea estudiar. Una de sus principales características es 

que para la amplificación se utiliza solamente un oligonucleótido o cebador corto, 

de aproximadamente 10 pb, con secuencias elegidas al azar, los más 

comúnmente usados son los primers OPA-02 (5′-TGCCGAGCTG-3′), OPA-03 (5′-

AGTCAGCCAG-3′) y OPA-09 (5′-GGGTAACGCC-3′) (Operon Technologies Inc., 

Alameda, CA, USA), además del primer M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’), 

aunque este último es usado más comúnmente para el estudio de bacterias. Las 

bajas temperaturas (37°C) a las que se llevan a cabo los alineamientos promueve 

que el cebador se una a sitios inespecíficos y aleatorios en lugares diferentes del 

genoma, lo cual permite la amplificación de fragmentos polimórficos del DNA. De 

este modo se obtienen productos de amplificación con diferentes pesos 

moleculares que forman un perfil único para cada cepa, estos fragmentos se 

separan por electroforesis en gel de agarosa y se observa el patrón de bandeo 

característico con el que es posible identificar al microorganismo (Baleiras et al., 

1994; Cadez et al., 2002; Fernández-Espinar et al., 2006; Urso et al., 2008; 

Agnolucci et al., 2009; Tofalo et al., 2009). 

 

Esta técnica es una alternativa rápida de identificación, no se necesita 

información previa de la secuencia para el diseño de los cebadores y permite 

analizar el genoma completo, es por esto que en este método se detecta un mayor 
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polimorfismo en comparación con otros métodos que sólo analizan una región, sin 

embargo su principal inconveniente es que los resultados son muy poco 

reproducibles, se requiere de una estandarización muy fina de las condiciones 

experimentales (reactivos y equipo) para asegurar la reproducibilidad de los 

resultados. Además las bajas condiciones de especificidad promueven la 

formación de quimeras de PCR que pueden dar lugar a resultados erróneos 

(Tornai-Lehoczki et al., 2000; Rossetti y Giraffa, 2005; Andrade, 2006; Fernández-

Espinar et al., 2006). 

 

Este método ha sido muy usado para estudiar las levaduras presentes 

durante cada etapa de la fermentación y las diferentes cepas microbianas 

presentes en el vino, en la tabla 4.6 se mencionan algunos artículos en los que se 

ha usado esta técnica para la identificación de diferentes levaduras en el vino. 

 

Urso et al. (2008), utilizó RAPD-PCR para investigar la biodiversidad y 

dinámica de las levaduras durante la producción de un vino dulce Italiano. 

Evaluaron la capacidad de las cepas iniciadoras de Saccharomyces cerevisiae 

para llevar a cabo la fermentación, variando las condiciones del proceso. En 

ambas fermentaciones (B y F) se inoculó el mosto con un cultivo iniciador de S. 

cerevisiae. Antes de la inoculación, se agregaron 80 mg L-1 de SO2 en ambas 

muestras y sólo en F se clarificó el mosto con un tratamiento de enfriamiento a 

4°C por 24 horas. La fermentación F se llevó a cabo a temperatura ambiente (15-

20°C), mientras que la B se dio a bajas temperaturas (por debajo de 10°C).  

 

Lo que encontraron fue que las cuentas de levaduras en los mostos fueron 

diferentes en dos órdenes de magnitud, entre 106 y 104 UFC mL-1, para B y F 

respectivamente. Esto debido a la clarificación en frío que se realizó en el mosto 

de la fermentación F, lo que pudo resultar en la eliminación tanto de levaduras 

como de compuestos nutritivos para su desarrollo, se encontraron, aunque en 

bajas cuentas, varias especies de Saccharomyces, Metschnikowia, 

Hanseniaspora, Candida, Pichia, Torulaspora, Debaryomyces, 
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Zygosaccaromyces, Issatchenkia, Rhodotorula, Rhodosporidium y Cryptococcus. 

Sin embargo, después de la inoculación con el cultivo iniciador, en la muestra F 

sólo se pudieron identificar cepas de S. cerevisiae y se observó que la 

fermentación se llevó a cabo normalmente. A pesar de que la muestra B inició con 

una cuenta mayor de levaduras, no se logró una fermentación eficiente, esto 

debido a las bajas temperaturas a las que se sometió, además se encontraron 

varias especies diferentes a Saccharomyces en esta muestra al final de la 

fermentación, por lo que se concluye que estas cepas contribuyen solo a dar las 

características finales del vino y en menor media a la fermentación de los 

azúcares (Urso et al., 2008). 

 

También Tofalo y cols. (2012), utilizaron RAPD para caracterizar 

genéticamente las cepas de Candida zemplinina aisladas de diferentes fuentes de 

interés enológico. La subtipificación fenotípica y genotípica, así como la 

caracterización enológica, se llevaron a cabo en 36 aislamientos de C. zemplinina 

de uvas, mostos y vinos de diferentes regiones de Italia. El estudio reveló una alta 

heterogeneidad genética. La biodiversidad dentro de las especies genéticas y 

fenotípicas de C. zemplinina dieron datos útiles para comprender el papel 

potencial de este microorganismo en la elaboración del vino. Esta investigación 

representa un primer paso para la selección de cepas de C. zemplinina para ser 

utilizadas como cultivos iniciales o en la inoculación secuencial con S. cerevisiae 

para mejorar la calidad y mejorar las características particulares de los vinos. 

 

En otro estudio Cadez y colaboradores (2002), compararon tres métodos 

moleculares (RAPD, PFGE y RFLP) para la identificación precisa de las especies 

Hanseniaspora y Kloeckera, ellos encontraron que RAPD no fue útil para la 

discriminación entre géneros, sin embargo, lo consideraron muy útil para la 

diferenciación a nivel especie, esto es debido a que con el método RAPD los 

patrones de bandeo que forman la mayoría de las cepas pertenecientes a la 

misma especie logran diferenciarse.  
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Tabla 4.6 Identificación de levaduras presentes en vino mediante RAPD 
Levaduras aisladas de vino Especificaciones del método Referencia 

Dekkera bruxellensis  

Pichia guilliermondii 

Primers: OPA 2, OPA 3 y OPA 9 Martorell et al., 2006. 

Saccharomyces cerevisiae Primers: OPA series B y C Gallego et al., 2005. 

Brettanomyces bruxellensis Primers: OPA 2, OPA 3 y OPA 9 Agnolucci et al., 2009. 

Metschnicowia pulcherrima  

Candida stellata  

Candida sorbosa  

Pichia anomala  

Kluyveromyces thermotolerans 

Pichia toletana  

Hanseniaspora guilliermondii  

Torulaspora delbrueckii  

Saccharomyces cerevisiae 

Primer: OPB15 (MWG Biotech AG, 

Ebersberg, Germany)  

Secuencia: 5'-GGAGGGTGTT-3' 

Cordero-Bueso et al., 

2011. 

 

Candida apícola 

Candida zemplinina  

Zygosaccharomyces bailii  

Saccharomyces cerevisiae 

Primer: M13  

(5′-GAG GGT GGC GGT TCT-3′) 

Tofalo et al., 2009. 

Candida stellata  

Pichia kluyveri  

Hanseniaspora occidentalis  

Hanseniaspora uvarum  

Issatchenkia terricola  

Candida diversa 

Torulaspora delbrueckii 99%  

Metchnikowia pulcherrima 

Saccharomycodes ludwigii 

Saccharomyces cerevisiae 

Kluyveromyces thermotolerans  

Issatchenkia occidentalis  

Zygosaccharomyces bailii  

Saccharomyces cerevisiae  

Dekkera bruxellensis  

Primer: XD5 (5′-CTGGCGGCTG-3′) Di Maro et al., 2007. 

Pichia guillermondi Primers:  
OPA 3, OPA 9, OPA 10 y OPA 16 

Lopes et al., 2009. 
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Electroforesis de campo pulsado 

PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) 

 

Schuartz y Cantor introdujeron esta técnica en 1984; el primer paso 

consiste en aislar el DNA cromosomal intacto, para ello las células suspendidas se 

mezclan con agarosa fundida y quedan contenidas en pequeños bloques de 

agarosa, el resultado son insertos que contienen células de levaduras completas. 

Las levaduras embebidas se someten a una lisis y desproteinización in situ lo que 

permite obtener finalmente el DNA inmovilizado en la matriz de agarosa (Izquierdo 

et al., 1997; Herschleb et al., 2007). 

 

La electroforesis de campo pulsado es una técnica que hace posible la 

separación de grandes moléculas de DNA en geles de agarosa, utilizando 

alternadamente dos campos eléctricos. Los métodos de preparación convencional 

de DNA no son adecuados para el PFGE ya que la agitación mecánica genera 

fragmentos cortos de DNA, lo cual resulta inadecuado para la técnica. La 

resolución de esta técnica abarca tamaños de DNA desde 10kb hasta 10Mb, 

permitiendo el análisis del cromosoma completo de las levaduras (Nassonova, 

2008). 

 

La combinación de campos eléctricos opuestos crea dos direcciones 

distintas en las que viajan los cromosomas a través del gel, con esto se logra la 

separación de las moléculas. Al aplicar el primer campo eléctrico las moléculas de 

DNA son elongadas y comienzan a migrar a través del gel en la dirección que les 

marca este campo eléctrico, posteriormente el campo se suprime y se aplica un 

segundo campo eléctrico, el cual forma un ángulo obtuso con el primero; entonces 

las moléculas de DNA se reorientan y empiezan a migrar en dirección del segundo 

campo. Un ángulo obtuso es la reorientación necesaria para la separación óptima 

durante el PFGE, el también llamado ángulo de reorientación puede variar entre 
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110 y 180° dependiendo del equipo utilizado, sin embargo, un ángulo de 120° es 

suficiente para la mayoría de los experimentos (Herschleb et al., 2007). 

 

Existen diferentes sistemas para la electroforesis de campo pulsado (FIGE, 

CHEF, OFAGE, TAFE y RGE) (Figura 4.15), los cuales varían dependiendo de la 

forma geométrica que dibujan los electrodos, la homogeneidad y el método de 

reorientación de los campos eléctricos. Las principales diferencias entre estos 

sistemas son la capacidad de obtener líneas rectas, velocidad de separación, 

resolución dentro de un rango específico de tamaños y el tamaño de la proporción 

del gel que provee una separación útil (Nassonova, 2008). 

 

En 1986 Carle y cols. propusieron utilizar una cámara horizontal estándar 

con dos electrodos paralelos de igual longitud y cambiar el ángulo de reorientación 

en 180° invirtiendo la polaridad del campo eléctrico aplicado. Este método fue 

llamado Electroforesis por Inversión de Campo, FIGE por sus siglas en inglés. La 

migración neta hacia delante se consigue aumentando la proporción de avance de 

los tiempos de pulso en 3:1 con respecto a la de retroceso. Su principal ventaja es 

la facilidad de uso del instrumento (cualquier cámara estándar para electroforesis 

es adecuada). Su desventaja principal es que no es adecuado para determinar el 

tamaño preciso del DNA (Carle et al., 1986; Basim, 2001). 

 

Chu et al., (1986) desarrollaron un dispositivo para PFGE con un campo 

eléctrico homogéneo controlado, CHEF, por sus siglas en inglés. El sistema CHEF 

es el más utilizado de todos los sistemas de PFGE; ya que garantiza la separación 

más eficiente de las moléculas de DNA en una amplia gama de tamaños al tener 

24 electrodos situados alrededor de un contorno hexagonal con potenciales 

homogéneos con lo que se logra un campo uniforme para que todos los carriles 

del gel logren correr y separarse adecuadamente (Chu et al., 1986; Basim, 2001). 

 

Aunque existen diferentes equipos para llevar a cabo la electroforesis en 

campo pulsado, FIGE y CHEF, son los más utilizados. 
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Figura 4.15 Diagramas de los equipos comúnmente utilizados para la electroforesis en campo pulsado 

A) Electroforesis de gradiente en gel de campo pulsado (PFGE). B) Electroforesis en gel de campo alternado 

ortogonal (OFAGE). C) Electroforesis de campo alternado transversal (TAFE). D) Electroforesis en gel de campo invertido 

(FIGE). E) Electroforesis de campo eléctrico homogéneo en contorno cerrado (CHEF). F) Electroforesis en gel rotante 

(RGE). Flechas pequeñas: Indican los vectores de los campos eléctricos alternados, el ángulo de reorientación se indica al 

interior de cada diagrama. Los símbolos A+ B+ A- y B- indican la posición de los pares de electrodos de los campos 

alternados.     Indican los electrodos en los sistemas PFGE, TAFE y CHEF.            Indican los electrodos en los sistemas: 

OFAGE, FIGE y RGE. (Adaptado de Nassonova, 2008). 
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La migración de las moléculas de DNA es proporcional a su tamaño, así las 

moléculas más grandes tardan más tiempo en reorientarse y se quedan por detrás 

de las más pequeñas. La resolución de las bandas obtenidas en el resultado 

depende de los intervalos de variación del campo eléctrico (pulsos), la 

concentración de agarosa, la temperatura a la cual se lleva a cabo el ensayo y el 

ángulo utilizado entre los diferentes campos eléctricos (Nassonova, 2008). 

 

La electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE) posee un elevado poder 

de discriminación y una excelente reproducibilidad. Esta técnica de tipificación 

tiene el inconveniente de que es muy laboriosa y conlleva mucho tiempo para su 

realización (la mayoría de los protocolos de trabajos requieren más de cuatro días 

para poder obtener y analizar los pulsotipos), por lo que su uso diario en el 

laboratorio es poco práctico. Esto hace que sea necesaria la búsqueda de otros 

métodos de tipificación alternativos a la PFGE que sean más flexibles, rápidos, y 

menos laboriosos (Herschleb et al., 2007; Nassonova, 2008). 

 

Cadez y colaboradores (2002), compararon tres métodos moleculares 

(RAPD, PFGE y RFLP) para la identificación precisa de las especies 

Hanseniaspora y Kloeckera, ellos encontraron que con PFGE lograron dividir a los 

géneros Hanseniaspora y Kloeckera en cuatro subgrupos que comparten 

cariotipos similares. Las especies H. vineae/H. osmophila y H. uvarum/H. 

guilliermondii tuvieron cariotipos similares. Estas especies son generalmente muy 

difíciles de identificar por medios convencionales. Mediante el empleo de los tres 

métodos se logró la identificación inequívoca de las levaduras. 

 

Miot-Sertier y Londvaud-Funel (2007), llevaron a cabo un estudio para 

identificar a B. bruxellensis. Se usó una endonucleasa de restricción (NotI) y el 

sistema Chef-DR® III (Bio-Rad, Marnes la Coquette, Francia) para llevar a cabo la 

prueba. Los resultados mostraron que los patrones de restricción obtenidos 

hicieron posible la distinción entre B. bruxellensis y las demás levaduras de 

estudio ya que se obtuvieron perfiles únicos para cada cepa. Por lo que se 
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concluye que PFGE es un método adecuado para la discriminación entre las 

levaduras presentes en el vino, sobre todo, en este caso, las levaduras 

perjudiciales. 

 

En la siguiente tabla (tabla 4.7) se mencionan algunos artículos en los que 

se ha usado esta técnica para la identificación de diferentes levaduras en el vino. 

 
Tabla 4.7 Identificación de levaduras presentes en vino mediante PFGE 

Levaduras aisladas de vino Especificaciones del método Referencia 

Pichia anómala 

Pichia kluyveri 

Hanseniaspora uvarum 

Candida rugosa 

 

Candida stellata 

Hanseniaspora uvarum 

Metschnikowia pulcherrima 

Issatchenkia terricola 

Candida valida 

Debaryomyces hansenii 

CHEF LKB-pulsaphor ®  

(Pharmacia LKB, Uppsala, Sweden). 

Electroforesis para Saccharomyces: 

Tiempo de cambio de los pulsos 60s por 

15horas, 90s por 8h y 100s por 1h a 

180V. 

Electroforesis para levaduras diferentes 

a Saccharomyces: Tiempo de cambio 

de los pulsos 150s por 24h, 300s por 

24h y 600s por 20h a 100V. 

Zagorc et al., 2001 

 

 

 

Povhe Jemec et al., 

2001 

Brettanomyces bruxellensis Chef-DR® III System (Bio-Rad, Marnes 

la Coquette, France). 

Electroforesis: Tiempo de cambio de los 

pulsos 70 s por 15 h y 120 s por 11 h a 

6 V. 

Oelofse et al., 2010 

 

Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces uvarum 

S. paradoxus 

S. bayanus 

S. pastorianus 

 

CHEF Mapper System® (Bio-Rad, 

Richmond, California, USA) 

Electroforesis: 

Programa I: Tiempo de cambio de los 

pulsos inicio 70s, final 120s por 26h  

Programa II: Tiempo de cambio de los 

pulsos inicio 70s, final 120s por 24h  

Programa III: Tiempo de cambio de los 

pulsos inicio 70s, final 110s por 24h  

Giudici et al., 1998 

Coloretti et al., 2006 
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4.2.2 Métodos independientes de cultivo (Métodos Directos) 

Electroforesis en gel desnaturalizante con gradiente 

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 

  

Este método fue introducido por Muyzer en 1993 y es muy usado para 

identificar comunidades microbianas directamente del ambiente (Barata et al., 

2012). 

 

Es una técnica basada en las discrepancias que existen en el 

comportamiento de fusión de dos fragmentos de DNA de la misma longitud pero 

que difieren hasta en una sola base. La separación de los fragmentos se hace en 

geles de poliacrilamida que contienen un gradiente desnaturalizante lineal, lo que 

provoca la separación de las cadenas dobles del DNA. Cuando se utiliza un 

gradiente lineal de temperatura como agente desnaturalizante, la técnica se 

denomina electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE) (Muyzer et 

al., 1993 Giraffa y Neviani 2001; Ogier et al., 2004). 

 

Un fragmento de DNA se desdobla a una determinada temperatura o 

concentración de un agente desnaturalizante, de manera que cuando se llega a 

una concentración lo suficientemente alta para desnaturalizar al DNA la molécula 

se funde parcialmente y disminuye su velocidad de migración en el gel, lo que le 

hace cambiar su movilidad electroforética en comparación con los demás 

fragmentos hasta que se detiene, debido a que cada fragmento se inmoviliza en 

diferentes puntos a lo largo del gel, se pueden distinguir variaciones muy 

pequeñas en sus secuencias (Figura 4.16) (Cocolin et al., 2011). 
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Figura 4.16 Representación esquemática del fundamento teórico de DGGE 

Adaptado de Ivey y Phister, 2011. 

 

En un gel con un gradiente químico, las condiciones desnaturalizantes 

están dadas por soluciones de urea y formamida. Una solución de 100% de 

desnaturalizante químico está constituida por urea 7M y formamida 40% en agua. 

Se preparan soluciones con concentraciones alta y baja (100% y 0%) del 

desnaturalizante, se mezclan con la solución de acrilamida y se vierten en un 

molde, en el cual se genera un gradiente lineal desnaturalizante. En este gel se 

lleva a cabo la separación de los fragmentos de DNA amplificados. La 

electroforesis se lleva a cabo a una temperatura constante que oscila entre 55°C y 

65°C (Renouf et al., 2007; Yoshikawa et al., 2010). 

 

La completa desnaturalización de los fragmentos previamente amplificados 

por PCR se previene usando cebadores que contienen “grapas” de GC (guanina-

citosina), ya que las secuencias ricas en GC requieren condiciones más drásticas 

de desnaturalización. Esta secuencia se conoce como “grapa GC” y se sitúa en el 
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extremo 5’ de uno de los cebadores, los cuales se amplifican junto con el 

segmento de DNA. La secuencia rica en GC actúa como dominio de alta fusión 

previniendo la disociación completa de las dos cadenas del DNA en cadenas 

simples. Los primers más usados en esta técnica son: NL1CG 

(5’CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCCATATCAATAAGCGGA

GGAAAG3’) y LS2 (5’-ATTCCCAAACAACTCGACTC-3’) (Ivey y Phister, 2011). 

 

Los patrones obtenidos en el análisis de DGGE proveen un perfil de la 

diversidad de poblaciones microbianas, donde cada una de las bandas representa 

a un organismo diferente en la comunidad, además la intensidad de cada banda 

probablemente representa la abundancia relativa de una especie en particular 

dentro de una población (Figura 4.17) (Rivera, 2007; Urso et al., 2008). 

 

 
Figura 4.17 Perfiles de migración de diferentes levaduras aisladas de 

fermentaciones de vino. 

Cada línea representa un microorganismo diferente. Línea 1, Metschnikowia sp.; línea 2, 

Debaryomyces hansenii; línea 3, Pichia anomala; línea 4, Pichia guilliermondii; línea 5, 

Torulaspora delbrueckii; línea 6, Zygosaccharomyces bailii; línea 7, Saccharomyces 

cerevisiae; línea 8, Candida riodocensis/stellata; línea 9, Candida zemplinina; línea 10, 

Hanseniaspora clermontiae/uvarum; línea 11, Candida oleophila; línea 12, Hanseniaspora 

osmophila; línea 13, Hanseniaspora vinae; línea 14: Pichia membranifaciens. A, B, C, D, 

E: Diferentes tipos de colonias detectados mediante sembrado en placa (Urso et al., 

2008). 



RESULTADOS: Métodos moleculares de identificación                                            
 

80 
 

Es necesario determinar cuál de las regiones variables de los genes 

ribosomales permite separar a los microorganismos presentes mediante la 

amplificación con cebadores específicos. Por lo tanto, es muy importante 

seleccionar el gen apropiado para el análisis. Los fragmentos de DNA deben ser 

relativamente pequeños, aproximadamente 500pb, y deben poseer regiones bien 

conservadas que puedan ser usadas para el diseño de los cebadores. Para las 

levaduras el gen más usado es la región D1/D2 del gen DNA ribosomal 26S (Ivey 

y Phister, 2011). 

 

Otro aspecto muy importante a considerar en el diseño de cebadores para 

el DGGE es el sesgo (“bias”) introducido por la PCR. Laforgue et al. (2009), 

usaron DGGE para examinar las poblaciones de hongos y levaduras presentes en 

las uvas para la detección temprana de las especies que podrían participar en el 

desarrollo de efectos indeseables en el vino. Se amplificó un fragmento del gen de 

la β-tubulina debido a que se sabe que es una secuencia rica en intrones y se 

consideró adecuado para la discriminación de especies muy relacionadas. 

 

El ensayo fue incapaz de detectar algunas especies de levaduras ya 

identificadas por métodos tradicionales. Esta contrariedad fue atribuida al sesgo 

producido por la PCR, ya que encontraron que el gen de la β-tubulina de los 

hongos es mayormente amplificado en algunos grupos que en otros, debido a la 

falta de accesibilidad de la región del gen, a que este gen tiene un bajo número de 

secuencias (12 700) en comparación con las secuencias ITS, por ejemplo, que 

tienen 51 350, o a que la lisis de los hongos y las levaduras se realizó de manera 

diferente; ya que se sabe que tanto la extracción del DNA como los pasos del PCR 

pueden introducir sesgos en los métodos moleculares de identificación (Huang et 

al., 2008; Laforgue et al., 2009). 

 

Otra cuestión en el diseño de cebadores es un efecto de 

“enmascaramiento” cuando no se usan los cebadores adecuados en el DGGE. Por 

ejemplo, se ha encontrado que varios cebadores que se utilizan para el análisis de 
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bacterias también amplifican el gen 18S DNA ribosomal de levaduras, hongos y 

plantas. Sin embargo, varios autores han identificado un nuevo juego de 

cebadores que elimina este problema, y muchos investigadores ahora usan los 

cebadores rpoB (Renouf et al., 2006). 

 

Andorrà y colaboradores (2008) analizaron la evolución de la población 

microbiana durante la fermentación de vino, compararon entre diferentes 

temperaturas, una baja (13°C) y una temperatura óptima de crecimiento para las 

levaduras durante la fermentación (25°C). Encontraron que DGGE tenía una 

buena respuesta cuando las poblaciones de levaduras tenían cuentas similares. 

Sin embargo, cuando las cepas de S. cerevisiae comienzan a ser mayoría en la 

fermentación, las poblaciones minoritarias de H. guillermondi y C. zemplinina no 

pudieron ser detectadas por lo menos hasta tener cuentas por encima de 103 

UFC/mL. Para superar este problema, los autores proponen llevar a cabo la 

técnica de QPCR, la cual es capaz de cuantificar específicamente a las levaduras 

que no se observaron en el DGGE. 

 

Los análisis por DGGE son reproducibles, confiables y relativamente 

rápidos. Además permiten obtener una visión semicuantitativa de la dominancia de 

los microorganismos dentro de un ecosistema y es muy útil en la detección de 

organismos viables pero no cultivables. Este método es relativamente sensible, ya 

que es capaz de detectar poblaciones de levaduras en el vino que representan 

menos del 0.01% de la población dominante de Saccharomyces (Giraffa y Neviani, 

2001; Ogier et al., 2004; Andorrà et al., 2010; Ivey y Phister, 2011). 

 

Este método de identificación puede ser un problema si un nuevo 

microorganismo, nunca antes aislado, se presenta en la muestra. Y aunque 

proporciona datos muy confiables sobre las especies presentes en una muestra, 

no proporciona datos cuantitativos. La preparación del gel con gradiente es 

complicada, las grapas de GC pueden favorecer la formación de dímeros entre 

ellas. Además el uso de agentes químicos como formamida o acrilamida y la 
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necesidad de equipo especial aumenta los costos del análisis (Renouf et al., 

2007; Wang et al., 2008; Yoshikawa et al., 2010). 

 

En la siguiente tabla (tabla 4.8) se mencionan algunos artículos en los que 

se ha usado el DGGE para la identificación de diferentes levaduras presentes en 

el vino. 
 

Tabla 4.8 Identificación de levaduras presentes en vino mediante DGGE 
Género y especie  Especificaciones del método Referencia 

Brettanomyces bruxellensis Primers: NL1 y LS2 

Gradiente de desnaturalización: Entre 

45 y 70% de soluciones urea-

formamida. 

Bester et al., 2010. 

Metschnikowia pulcherrima 

Debaryomyces hansenii 

Kluyveromyces marxianus 

Candida stellata 

Pichia membranifaciens 

Brettanomyces bruxellensis  

Saccharomyces cerevisiae 

Hanseniaspora uvarum  

Rhodotorula slooffiae 

Torulaspora delbrueckii 

Zygosaccharomyces bailii  

Primers: NL1 y LS2  

Gradiente de desnaturalización: Entre 

30 y 60% de soluciones urea-

formamida. 

 

Prakitchaiwattana et 

al., 2004.  

Urso et al., 2008. 

S. cerevisiae 

S. bayanus 

S. pastorianus 

S. paradoxus 

Primers: SchafGC (5’-

GTAGTGAGTGATACTCTT-3’) y el 

primer reverse Schar  (5’-

AGAACATGTTGCCTAGAC-3’). 

Gradiente: Entre 30 y 40% de 

soluciones urea-formamida. 

Manzano et al., 

2004. 

Candida humilis 

Debaryomyces hansenii  

Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces uvarum 

Primers:  

U1GC (GTGAAATTGT TGAAAGGGAA) 

y U2 (GACTCCTTGG TCCGTGTT)  

Gradiente de desnaturalización: Entre 

30 y 50% de soluciones urea-

formamida. 

Merot et al., 2003. 
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Fluorescencia de Hibridación in situ  

FISH (Fluorescence in situ Hybridization) 

 

Esta técnica permite la identificación y cuantificación de los 

microorganismos dentro de sus ambientes naturales, mediante el diseño de 

sondas de DNA marcadas por fluorescencia que hibridan de forma específica con 

el género o especie que se quiere determinar. La detección se realiza por 

microscopía de fluorescencia o citometría de flujo (Moter y Göbel et al., 2000; Ivey 

y Phister, 2011). 

 

Un conjunto de sondas específicas son usadas para identificar a los 

diferentes microorganismos presentes en una muestra, estas se marcan con 

fluoróforos que hibridan de manera específica con cada individuo o grupo de 

individuos, lo que permite la detección de varias especies al mismo tiempo. Las 

sondas de oligonucleótidos utilizadas en la técnica FISH son generalmente de 

entre 15 y 30 nucleótidos de largo y se unen covalentemente al extremo 5’ de una 

molécula de fluorescencia. Dado que son generalmente diseñadas para detectar el 

RNA ribosomal, sólo se pueden detectar células viables (Moter y Göbel et al., 

2000; Amann et al., 2001; Bottari et al., 2006). 

 

El procedimiento del método inicia cuando una sonda es marcada con un 

fluoróforo y posteriormente añadida directamente a las células previamente fijadas 

en un portaobjetos, la sonda hibrida con el ARN dentro de la célula. Una vez que 

la hibridación es completa, se llevan a cabo lavados para eliminar el excedente de 

sonda que no hibridó, finalmente las células pueden ser vistas bajo un microscopio 

que permite la visualización directa de la especies presentes en la muestra 

(Figura 4.18). También se puede utilizar la citometría de flujo, que es un sistema 

óptico que permite la estimación del número de células, así como la forma, el 

tamaño y la viabilidad celular a través de las mediciones de luz y dispersión 

(Giraffa y Neviani, 2001; Bottari et al., 2006; Röder et al., 2007). 
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Figura 4.18 Representación esquemática de la metodología de FISH 
http://www.biovisible.com/indexRD.php?page=fish 

 

Se debe tener especial cuidado en el diseño de la secuencia de las sondas 

de hibridación, ya que de ello depende que se haga una buena caracterización de 

la comunidad. Es necesario hacer una selección cuidadosa de las secuencias de 

los organismos representativos que se desean visualizar, pues la sonda será tan 

buena como lo sea esta selección. Errores en este diseño podrían ocasionar que 

no puedan visualizarse organismos no cultivables que pertenezcan al grupo de 

interés o que se den hibridaciones cruzadas con organismos de otros grupos. 

También se debe tomar en cuenta que el límite de detección de la técnica es de 

104 UFC/mL (Jasson et al., 2010). 

 

La principal ventaja de esta técnica es que permite identificar y cuantificar 

de forma rápida y directa los microorganismos sin necesidad de cultivo previo ni 

de extracción del RNA, además es una técnica útil para precisar la distribución de 
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los microorganismos en sus ambientes naturales. Mientras que sus principales 

inconvenientes son su costo y que la presencia de algunos compuestos como los 

polisacáridos, compuestos fenólicos, etcétera, que están presentes en algunas 

muestras y pueden interferir o enmascarar la fluorescencia (Röder et al., 2007). 

 

En 2006, Xufre y cols. analizaron la diversidad de la población de levaduras 

durante la fermentación del vino, mediante FISH y en combinación con un conteo 

en placa. Se siguieron las fementaciones, una con mosto de uvas blancas y otra 

con mosto de uvas tintas. En ambos casos se encontró una vasta variedad de 

levaduras, como Candida stellata, Hanseniaspora uvarum, H. guilliermondii, 

Kluyveromyces marxianus, K. thermotolerans, Saccharomyces cerevisiae y 

Torulaspora delbrueckii. Algunas de estas especies diferentes a Saccharomyces 

se encontraron en cuentas significativas durante todo el proceso de fermentación 

(Kluyveromyces marxianus, K. thermotolerans y Torulaspora delbrueckii) a pesar 

de la inoculación de los mostos con cepas iniciadoras de la fermentación de S. 

cerevisiae. Los resultados mostraron que durante la primera etapa de la 

fermentación, es decir, cuando el 40-50% del azúcar total del mosto se había 

consumido, se observa una mezcla de diferentes especies de levaduras. Sin 

embargo, cuando el etanol llega a concentraciones de 4-5% (v/v) las levaduras 

diferentes a Saccharomyces son rápidamente superadas en número por S. 

cerevisiae. Con lo que se argumenta que estas levaduras son las encargadas de 

otorgar al vino sus características sensoriales finales. 

 

En la tabla 4.9 se mencionan algunos artículos en los que se ha usado la 

técnica FISH para la identificación de Brettanomyces bruxellensis. 
 

Tabla 4.9 Identificación de levaduras presentes en vino mediante FISH 

Género y especie  Especificaciones del método Referencia 

Brettanomyces bruxellensis Sondas de ácidos nucleicos con 

marcajes fluorescentes 

llamadas BRE26S14/Flu. 

Stender et al., 2001 

Dias et al., 2003 

Röder et al., 2007 
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4.3 Factores que afectan el desempeño de los métodos 

moleculares para el análisis de levaduras 

 

Los métodos moleculares aún necesitan cumplir con ciertos criterios antes 

de obtener la total aceptación para su uso rutinario en los laboratorios de calidad 

de las industrias, más específicamente en la industria enológica. Primero, deben 

dar datos precisos, confiables y reproducibles, con niveles adecuados de 

sensibilidad y especificidad, además tienen que ser prácticos, de bajo costo y dar 

resultados de forma relativamente rápida (Beh et al., 2006). 

 

Por ejemplo, los ensayos de PCR forman la base de la mayoría de los 

métodos moleculares utilizados para identificar levaduras. En consecuencia, es 

importante identificar y comprender los diversos factores que afectan el 

rendimiento de éste método. 

 

Independientemente del origen de la muestra, la levadura en estudio debe 

provenir de un cultivo axénico, es decir, el cultivo debe estar completamente puro; 

además la colonia debe proporcionar la biomasa para la suficiente extracción de 

ADN. Algunas veces, variables como el medio de cultivo y el tiempo de incubación 

no son consideradas como factores que afectan el desempeño de la PCR, sin 

embargo pueden afectarla. Incluso remanentes de los ingredientes de los medios 

de cultivo pueden llegar a inhibir la PCR (Bleve et al., 2003; Beh et al., 2006; 

Senses-Ergul et al., 2006; Kagkli et al., 2011). 

 

De igual manera la edad fisiológica de la célula (fase de latencia, fase 

estacionaria, fase exponencial y muerte) en el momento del ensayo puede afectar 

la eficiencia de extracción del DNA y la calidad del mismo. Dependiendo de la 

edad del cultivo, algunas proteínas celulares, por ejemplo, pueden interactuar con 

el DNA lo que afecta la hibridación del cebador con la cadena molde o, de igual 

manera, pueden afectar la actividad de la DNA polimerasa (Senses-Ergul et al., 

2006; Kagkli et al., 2011). 
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Otro problema es que algunos basidiomicetos pueden tener las paredes 

celulares más rígidas que las de los ascomicetos y requieren de procedimientos 

más vigorosos para la extracción del DNA (Orberá, 2004). 

 

Los métodos moleculares describen procedimientos para extraer y purificar 

el DNA de las células levaduriformes, las técnicas más comunes de extracción de 

DNA incluyen la rotura mecánica por agitación con perlas de vidrio o zirconio, la 

digestión con enzimas líticas o con solventes químicos. Estos procesos necesitan 

de una estandarización para poder obtener rendimientos de DNA más 

reproducibles (Beh et al., 2006). 

 

Los ensayos de PCR son reacciones enzimáticas, y como todo proceso 

enzimático la reacción es altamente específica, y la cinética está determinada por 

factores como el pH, la temperatura, la concentración de los reactivos, los 

requerimientos de cofactores y la presencia de diferentes inhibidores (de Barros 

Lopes et al., 1996). 

 

Es bien sabido el hecho de que las muestras provenientes del suelo, 

vegetales o frutos -como las uvas de vinificación- a pesar de pasar por un proceso 

de lavado, muchas veces llegan a tener remanentes de compuestos húmicos, 

compuestos polifenólicos, polisacáridos o iones metálicos que pueden inhibir la 

reacción ya que afectan la actividad de la polimerasa o la disponibilidad de las 

plantillas de DNA desnaturalizado. Se han propuesto estrategias para reducir o 

eliminar estos efectos negativos en la reacción tales como el uso de 

centrifugaciones, lavados del DNA inmovilizado en agarosa, cromatografías, 

electroforesis, procedimientos de filtración, agentes quelantes o 

polivinilpolipirrolidona (PPPV) que es muy utilizada como agente de clarificación 

en los vinos por su capacidad para unirse a grupos polifenólicos (Beh et al., 2006; 

Trung et al., 2011; Tessonnière et al., 2009). 
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Las condiciones electroforéticas usadas para la separación y la detección 

de los amplicones de DNA representa otro factor de variación importante al llevar 

a cabo la técnica del PCR.  Variables como el agente gelificante (agarosa o 

poliacrilamida) y la concentración en la cual se usa, el tiempo que se deja correr la 

muestra, la temperatura, el voltaje y la composición del amortiguador, 

generalmente se usan de acuerdo a los intereses de una investigación dada y 

pueden variar mucho de un estudio a otro (Beh et al., 2006). 

 

Incluso, el grado de entrecruzamiento y el tamaño del poro en los geles de 

poliacrilamida afectan la resolución de las bandas de DNA y la detección de las 

especies de levaduras por DGGE (Prakitchaiwattana et al., 2004). 

4.4 Estandarización de los métodos 

 

La importancia comercial de las levaduras vínicas, en este caso, tiene 

implicaciones muy importantes a nivel internacional. Las empresas que 

comercializan con productos enológicos por lo general tienen acuerdos que 

especifican las características de los vinos y la presencia de levaduras en los 

mismos. En este contexto, los métodos moleculares utilizados para el análisis de 

levaduras vínicas necesitan satisfacer las exigencias de la ley y es requerida 

alguna norma de aceptación internacional. Si bien ha habido importantes avances 

en la estandarización de los métodos para el análisis de microorganismos, la 

necesidad de normalizar sigue siendo un reto para los métodos moleculares 

(Noguez, 2006). 

 

Primero debe definirse la aplicación específica a evaluar. Esto seguido de la 

evaluación y definición de las condiciones del ensayo (especificar tratamiento de la 

muestra, metodología usada para la extracción de DNA, condiciones de PCR, 

límites de detección, por mencionar algunas), el desarrollo de ensayos como 

controles positivos y negativos, elección de los procedimientos de análisis de 

datos y finalmente el desarrollo de protocolos normalizados (Beh et al., 2006). 
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5. DISCUSIÓN 

 

En la actualidad, para la identificación de levaduras, existen diferentes 

procedimientos que se adoptan en la investigación, el método a utilizar dependerá 

de los recursos tanto humanos como materiales que se tengan, el tiempo, el 

espacio y las posibilidades económicas con las que cuenta cada laboratorio. 

 

Generalmente para estas identificaciones se secuencian uno o dos genes, 

los más comunes son los genes ribosomales 5.8S, 18S y 26S, esto debido a que 

contienen secuencias muy conservadas y son genes que se agrupan uno tras otro 

formando unidades de transcripción que se repiten en el genoma entre 100 y 200 

veces, y en ocasiones, el resultado se complementa o confirma con pruebas 

fisiológicas y bioquímicas (Esteve-Zarzoso et al., 1999; Granchi et al., 1999; 

Agnolucci et al., 2009; Csoma et al., 2010).  

 

Como ya se ha mencionado a lo largo de este trabajo, el estudio de las 

propiedades fisiológicas de las levaduras es muy importante, ya que sirven para 

describir e identificar a los géneros y, en grado menor, a las especies. De estas, 

las principales pruebas utilizadas para propósitos de identificación de rutina son 

las de fermentación y asimilación de diferentes fuentes de carbono, asimilación de 

compuestos nitrogenados, los requerimientos de vitaminas, el crecimiento en 

medios con un alto contenido de solutos (osmotolerancia), tolerancia al ácido 

acético y etanol, entre otras (Martorell et al., 2007; Csoma et al., 2010). 

 

Sin embargo, en numerosos artículos se expresa que los métodos 

tradicionales de identificación a pesar de usarse por su practicidad y economía 

son pruebas muy largas (de 3 a 15 días) y muchas veces tediosas dada la gran 

cantidad de muestras que normalmente se analizan, requieren de una amplia 

experiencia y habilidad para evaluar de 60 a 90 pruebas específicas, por lo que los 
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errores en la identificación ocurren con frecuencia (Arias et al., 2002; Orberá, 

2004; Lopandic et al., 2006; Senses-Ergul et al., 2006; Kagkli et al., 2011). 

 

Otro inconveniente de estos métodos es que al estudiar la morfología del 

estado asexual y sexual, sólo se puede obtener una identificación hasta nivel de 

género. De hecho, las principales desventajas que han mostrado las pruebas 

morfológicas se manifestaron con el descubrimiento del estado sexual de 

reproducción de la fase levaduriforme de los ascomicetos y basidiomicetos, es 

decir, la relación anamorfo/telomorfo, lo cual ha generado la llamada dualidad de 

la nomenclatura binomial, que no es más que la misma especie nombrada de una 

forma diferente en el estado vegetativo (anamorfo) y de otra en el estado sexual 

(telomorfo). En este caso se encuentra el dúo Brettanomyces/Dekkera 

responsable de otorgar características indeseables en los vinos como los olores a 

“caballo mojado”, “ratón”, o sabores descritos como “medicinal”, “como corral”, 

entre otros, esto debido a la producción de ácidos orgánicos y compuestos 

fenólicos volátiles por parte de la levadura (Tessonnière et al., 2009; Oelofse et al., 

2010). 

 

Además, para la mayoría de éstas pruebas no existe un único método 

normalizado, por lo que los resultados con frecuencia dependen de la técnica 

empleada, así que el procedimiento elegido debe ser escrupulosamente cuidado y 

es recomendable utilizar inóculos de levaduras con 48 horas de crecimiento. Para 

cerciorar que los resultados obtenidos son confiables, se comparan con cultivos de 

referencia, obtenidos de ceparios certificados, y se contrastan las pruebas 

realizadas para ambas cepas (Prakitchaiwattana et al., 2004; Martorell et al., 2007; 

Tofalo et al., 2012). 

 

Estos métodos en general, producen ambigüedades y errores en los 

resultados debido a que las características morfológicas y fisiológicas están 

fuertemente influenciadas por las condiciones de cultivo. Por ejemplo, la prueba de 

fermentación de azúcares no es muy exacta debido a que las levaduras de 
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fermentación lenta no liberan el CO2 de forma tan inmediata ni en grandes 

cantidades para que pueda ser atrapado por una campana Durham, lo cual ha 

provocado que especies consideradas durante mucho tiempo no fermentativas, 

hayan tenido que reclasificarse (Orberá, 2004; Kurtzman et al., 2011). 

 

Además estas pruebas no siempre son estables ni reproducibles, debido a 

que entre cepas de una misma especie pueden presentarse variaciones 

morfológicas o fisiológicas, lo que puede llevar a una identificación errónea. Por 

ello para obtener un resultado más confiable y para minimizar el tiempo empleado 

en la identificación, durante los últimos años se han implementado diversos 

métodos moleculares que dependen de los estudios comparativos de DNA. Estos 

métodos se han introducido para asegurar una identificación exacta y fiable ya que 

éstos no dependen de las condiciones ambientales, estados fisiológicos de las 

células ni de las condiciones de cultivo (Bleve et al., 2003; Lopandic et al., 2006; 

Senses-Ergul et al., 2006; Arce, 2007; Kagkli et al., 2011). 

 

El hecho de que las pruebas bioquímicas y fisiológicas tengan un limitado 

potencial indica que la caracterización fenotípica no es suficiente para una 

identificación inequívoca de las levaduras en la microbiología de los alimentos. Sin 

embargo, la información que dan estas pruebas tiene un gran valor en la 

caracterización de levaduras de importancia biotecnológica, especialmente en la 

diferenciación de los géneros que están implicados en los procesos de 

fermentación o maduración de los vinos como: Candida, Hanseniaspora, 

Issatchenkia, Kloeckera, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Saccharomyces, 

entre otras. (Esteve-Zarzoso et al., 2001; Cadez et al., 2003; López et al., 2003; 

Orberá, 2004; Lopandic et al., 2006). 

 

Los nuevos métodos basados en el análisis de genes ofrecen varias 

ventajas como la obtención rápida de los resultados, se pueden obtener los 

resultados en algunas horas a diferencia de los métodos convencionales que 

requieren de varios días e incluso semanas, el aumento en la especificidad del 
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análisis, la disminución de la carga de trabajo, el procesamiento computarizado de 

los datos y la posibilidad de automatizar equipos como los termocicladores, sólo 

por mencionar algunas. Además podemos obtener información sobre la cantidad 

(QPCR y FISH) y la identidad de los organismos presentes en una muestra. Se 

puede conocer el género o especie, e incluso hasta la cepa específica de cada 

organismo estudiado. Sin embargo, aún se necesita conocer más afondo acerca 

de la estandarización de los métodos, su exactitud, reproducibilidad, precisión, 

especificidad y sensibilidad de detección (Wittbrodt y Erhardt, 1989; Costa, 2004; 

Beh et al., 2006; Röder et al., 2007; Postollec et al., 2011). 

 

Por ejemplo, en un estudio Lopandic y cols. (2006) realizaron la 

identificación de levaduras aisladas de diferentes productos lácteos, la 

metodología incluyó pruebas fenotípicas (morfológicas, bioquímicas y de 

caracterización fisiológica) y genotípicas (RAPD-PCR). 

 

Los resultados que obtuvieron mostraron que sólo el 54% de las cepas 

estudiadas fueron identificadas de manera correcta usando los métodos 

tradicionales, esto se confirmó mediante la toma de “huellas génicas” con el 

RAPD. Un análisis comparativo de las propiedades bioquímicas entre las 

levaduras aisladas de varios productos lácteos mostró que las pruebas 

bioquímicas estándar pueden generar resultados diferentes para la misma especie 

si éstas provienen de muestras diferentes, es decir, se generan resultados 

diferentes dependiendo del origen geográfico del cuál proviene la muestra, lo cual 

fue corroborado por el mismo autor en otros estudios; por lo que es necesario 

confirmar estas pruebas con métodos moleculares como el RAPD, la conclusión a 

la que se llega es que la caracterización fenotípica no es suficiente para la 

identificación de las levaduras (Lopandic et al., 2006; Lopandic et al., 2007). 

 

Con todo lo anterior podemos decir que los métodos moleculares han tenido 

mucho auge en su aplicación, sin embargo, no debemos olvidar la importancia de 

la caracterización de las cepas por métodos tradicionales, ya que sólo de esta 
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manera podremos conocer datos de las levaduras que un análisis molecular no 

proporciona, como los azúcares que fermentan, los que asimilan, su capacidad de 

producir etanol y tolerarlo, etcétera, lo cual es de suma importancia en la industria 

enológica para conocer qué compuestos se están consumiendo y produciendo 

durante la fermentación, las cepas principales que dirigen el proceso, por 

mencionar algunos ejemplos, y de esta manera poder optimizar el proceso de 

vinificación. 
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6. CONCLUSIONES 

 

 El vino ha formado parte de diferentes culturas desde hace miles de 

años y actualmente sigue siendo una industria muy importante que 

genera grandes ganancias a nivel mundial, es por ello que toma gran 

importancia llevar a cabo estudios e investigaciones para optimizar 

los procesos, reducir los costos y aumentar la calidad de los vinos. 

 

 Los métodos tradicionales de identificación, que incluyen pruebas 

fenotípicas y bioquímicas, son utilizados principalmente para la 

caracterización de las levaduras como un complemento a la 

identificación molecular dado que estos métodos pueden fallar a la 

hora de describir la diversidad microbiana total de una muestra 

debido al predominio de algunas especies, las inhibiciones entre las 

mismas o por la incapacidad de detectar microorganismos viables 

pero no cultivables. 

 

 Las pruebas fenotípicas no siempre son estables ni reproducibles 

debido a que entre cepas de microorganismos de una misma 

especie llegan a presentarse variaciones morfológicas o fisiológicas 

que pueden llevar a una identificación errónea, es por ello que se 

emplean métodos moleculares, los cuales están basados en el 

estudio del genoma y no son influidos por las condiciones de cultivo. 

 
 Las pruebas de identificación molecular permiten obtener 

información sobre la cantidad e identidad de los organismos 

presentes en una muestra, de una manera más rápida y reproducible 

en comparación con los métodos fenotípicos. 

 
 



CONCLUSIONES                                                                                                                                                 

 

95 
 

 
 La utilización de los diferentes métodos moleculares depende del 

objetivo que se busque en la investigación, ya que se puede elegir 

entre un número amplio de métodos tomando en cuenta aspectos 

como el tipo de muestra, si se quieren resultados cuantitativos o 

cualitativos, el tiempo y el presupuesto con el que se cuenta, ya que 

cabe mencionar que los métodos moleculares son más caros que los 

tradicionales, sin embargo, su sensibilidad, reproducibilidad y rapidez 

han hecho que los investigadores los elijan sobre los otros. 

 
 El empleo de métodos moleculares para estudiar la vinificación ha 

conducido a un mayor conocimiento y entendimiento de las 

interacciones y sucesiones entre las diferentes especies de 

levaduras a lo largo de la fermentación, lo que conlleva a suponer 

diversas maneras de conducir este proceso y obtener vinos con 

características sensoriales óptimas e incluso novedosas. 

 

 Aunque los métodos moleculares han ido reemplazando el empleo 

de métodos tradicionales, no debemos dejar de lado la importancia 

de la caracterización de las cepas por métodos fenotípicos y pruebas 

bioquímicas, ya que la combinación de ambos nos ofrece un 

panorama más amplio de lo que está sucediendo durante la 

fermentación, porque sólo de esta manera podremos conocer datos 

de las levaduras que un análisis molecular no proporciona, como los 

azúcares que fermentan, los que asimilan, su capacidad de producir 

etanol y tolerarlo, etcétera, lo cual es de suma importancia en la 

industria enológica para conocer los compuestos que se están 

consumiendo y produciendo durante la fermentación, por ejemplo, y 

de esta manera poder optimizar el proceso de vinificación. 
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