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PROLOGO

Los arquedlogos identifican producciéon de vino cuando un yacimiento posee un
elevado numero de pepitas de uva. Los yacimientos mas antiguos de este tipo tienen 7000
anos y se localizan en las laderas del C4ucaso, en el estado de Georgia. Al Mediterraneo,
tierra prometida del vino (Francia, Italia y Espafia concentran el 54% de la produccién
mundial actual), llega a principios del S.II antes de Cristo donde el Egipto de los faraones
y la civilizaciéon cretense desarrollan un gran conocimiento sobre su elaboracion y
conservacion. A lo largo de su historia se han ido generando diferentes técnicas en su
elaboracion lo que ha permitido que hoy en dia se disponga de una gran variedad de
vinos como tintos, blancos, rosados, finos, espumosos, encabezados...

Hipodcrates, considerado padre de la medicina, ya recomendaba como remedio
diferentes clases de vino y fildsofos griegos como Socrates también citaban los beneficios
del vino tomado en cantidades moderadas. Estas ideas se investigan en la actualidad y
existen datos publicados en revistas cientificas como The Lancet que indican que un
consumo continuado en dosis moderadas previene enfermedades cardiovasculares,
Alzheimer y, probablemente, reduce el riesgo de padecer determinados tipos de cancer.

Actualmente en Espana el valor medio de uva utilizada para vinificacion asciende a
1200 millones de euros lo que proporciona una idea de la importancia de este mercado en
este pais.

Todos estos datos nos ilustran acerca del elevado impacto socio-econdémico que
envuelve a la industria vitivinicola especialmente en las regiones mediterraneas, lo que
justifica el desarrollo de trabajos, como la presente tesis, encaminados a comprender el
proceso bioldgico de la vinificacidon para intentar ofrecer a la sociedad vinos de mayor

calidad o de menor coste econdmico.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION GENERAL

1. La produccion del vino. Fermentaciones espontaneas versus inoculadas.

La transformacion del mosto de uva en vino es un proceso microbioldgico complejo
que implica la participacion de diferentes microorganismos como levaduras, bacterias y
hongos filamentosos (Fleet, G.H. y col., 1993b). La fermentacién alcoholica es una de las
principales fases que tienen lugar en este proceso y consiste en la transformacion de la
glucosa y fructosa presentes en el mosto en etanol y CO:2 mayoritariamente, junto con la
aparicion de otros subproductos muy importantes para la calidad del vino, como son los
ésteres y los alcoholes superiores. Esta conversion es llevada a cabo generalmente por
cepas de la levadura Saccharomyces cerevisize aunque en fermentaciones espontaneas
pueden crecer durante las primeras fases levaduras de otros géneros como Kloeckera,
Hanseniaspora, Debaryomyces, Hansenula, Candida y Pichia (Fleet, G.H. y col.,, 1993b),
procedentes de la uva o de los tanques de fermentacion. Incluso en estos procesos
naturales las especies de Saccharomyces acaban sustituyendo al resto en el caldo de cultivo
y son las que completan la fermentacion.

Frente a estas fermentaciones espontdneas el uso de indculos de cepas
preseleccionadas es hoy en dia un procedimiento frecuente en bodega dado que la cepa
utilizada como iniciadora tiende a imponerse sobre las indigenas presentes en la uva y en
los tanques de fermentacion (Querol, A. y col.,, 1992a). Aunque durante las primeras fases
las cepas naturales pueden tener importantes efectos en el aroma (Querol, A. y col.,
1992a), la cepa inoculada es responsable de la fermentacion y constituye la mayor parte de
la poblacién de levaduras al final del proceso (Boulton, R.B. y col., 1996). Esta estrategia
de inoculacién de cultivos iniciadores proporciona ventajas tales como un acortamiento

de la fase de latencia, una reduccion significativa de la influencia de cepas salvajes de
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INTRODUCCION

levadura, una fermentacion rapida y completa del mosto y la posibilidad de reproducir

las caracteristicas y la calidad del vino (Bauer, E.F. y col., 2000; Fleet, G.H. y col., 1993b).

2. Criterios de seleccion de levaduras vinicas.

Dada la relevancia de la utilizacion de cultivos iniciadores en la actualidad, es
necesario el establecimiento de criterios de seleccion de cepas que garanticen una
optimizacion del proceso y una buena calidad del producto final. En este sentido Degré
(1993) propuso como caracteristicas deseables en una cepa vinica el conducir
fermentaciones vigorosas con cortas fases de latencia y sin dejar aztuicares residuales (o
dejando cantidades muy pequenas), tener caracteristicas fermentativas reproducibles, ser
tolerante a presiones elevadas, etanol y temperaturas no optimas, producir glicerol y B-
glicosidasa en cantidades adecuadas para conseguir un buen aroma, y flocular o ser
facilmente separables del medio (importante sobre todo en la fermentacion secundaria de
algunos vinos espumosos). También se han descrito otros criterios entre los que podemos
destacar la capacidad de conducir fermentaciones a baja temperatura (tendencia actual
para una mayor conservacion de aromas) o la capacidad de resistir cantidades moderadas
de SO: (utilizado habitualmente en bodega como estabilizante microbioldgico) (Pretorius,
L.S., 2000).

Como vemos, varios de los criterios propuestos tienen relacidon con la capacidad de
resistencia a estrés. Esta resistencia y su relacion con el comportamiento de las cepas
vinicas durante la fermentacion fueron estudiados por Ivorra y colaboradores (1999). En
este trabajo se consiguié demostrar que existia una correlaciéon entre el comportamiento
fermentativo de 3 cepas vinicas y su resistencia a diferentes condiciones adversas para la
levadura, de manera que la cepa incapaz de completar la fermentacidon era mas sensible a
todas las condiciones de estrés estudiadas. Otros autores también han visto que existe una
correlacion entre la composicion en dcidos grasos y la tolerancia a estrés de diferentes
cepas y subespecies de S. cerevisize y su origen de aislamiento (fabricas de bebidas no
alcoholicas, fabricas de zumos de frutas, destilerias y bodegas) (Guerzoni, M.E. y col.,
1993). Para establecer esta correlacion estos autores utilizaron el analisis discriminante ya

que se trata de una herramienta estadistica que permite asignar individuos a grupos
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INTRODUCCION

previamente establecidos en base a observaciones multivariantes. El modelo trata de
establecer una serie de funciones lineales discriminantes cuyo valor es el que determina
que cada individuo sea clasificado en uno u otro grupo. Cuanto mayor sea la distancia en
el valor para la funcion entre los diferentes grupos, estos quedan mas diferenciados en el
espacio discriminante, mayor es la correlacion que existe entre los grupos y las variables
que se utilizaron para diferenciarlos y mas segura es la asignacion de nuevos individuos a
dichos grupos. Este tipo de analisis tiene su origen en los trabajos de Fisher (1936), donde
trataba de discriminar 3 especies del género Iris utilizando como variables longitud y
anchura de sépalos y pétalos. También ha sido aplicado a la identificacion de bacterias
patdgenas obtenidas de aislados clinicos (Bourne, R. y col, 2001) y a problemas
relacionados con la tecnologia de alimentos como la caracterizacion de diferentes
muestras de té (Valera, P. y col., 1996) y de vinagre de vino (Garcia-Padilla, M.C. y col.,
1997; Guerrero, M.L. y col., 1997) en base a su composicion quimica. Como vemos este
método permite determinar si una o varias variables de seleccién son suficientes para
caracterizar muestras bioldgicas obtenidas de diferentes fuentes o que muestran alguna
caracteristica diferencial con lo que puede ser una herramienta muy util para aplicar a
cepas con diferente comportamiento fermentativo y estudiar qué criterios correlacionan

bien con este patrén en vinificacion.

3. Etapas relacionadas con la produccion de vino v condiciones de estrés asociadas a las

mismas.

Como ya hemos comentado lo mas habitual en la actualidad en bodega es la
utilizacion de levaduras iniciadoras (Bauer, F.F. y col, 2000), con lo que hay que
considerar como parte del proceso de elaboraciéon de vino la producciéon industrial de
dichas levaduras. Estas levaduras son crecidas en unas condiciones optimas para la
obtenciéon de una gran cantidad de biomasa y seguidamente son sometidas a un proceso
de desecacion y deshidratacion para ser comercializadas en forma de levadura seca activa.
En la bodega esta levadura es habitualmente rehidratada durante media hora en una
solucién de agua con glucosa al 5-10% (p/v) y después se adiciona directamente al tanque

de fermentacion. Cuando la levadura consume todos los aztcares del mosto o deja
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INTRODUCCION

cantidades residuales inferiores a 5 g/L se considera que la vinificacién ha finalizado y se
procede, en algunos tipos de vino como el de Jerez, a un envejecimiento biologico. En
estos casos se adiciona etanol al vino ya elaborado y se introduce en barricas donde
levaduras diferentes a las responsables de la fermentacion alcohdlica (levaduras de flor)
(Esteve-Zarzoso, B. y col., 2001) forman un velo en la superficie (Martinez, P. y col., 1998).
Durante todas estas etapas las levaduras se ven sometidas a diferentes condiciones
de estrés entre los que destacaremos el estrés oxidativo, el osmético y el causado por el
etanol y por la limitaciéon de nutrientes. El estrés oxidativo tiene una gran relevancia
durante la produccidn industrial de levadura seca activa (Bauer, F.F. y col., 2000) ya que
las levaduras son crecidas sobre melazas con alimentacion progresiva o en “fed-batch” y
con aporte de oxigeno para optimizar la producciéon de biomasa, por lo que se ven
expuestas a un ambiente oxidante causado por su propio metabolismo respiratorio. En
cuanto al estrés osmotico existen varios momentos en los que las cepas deben tolerar
aumentos en la osmolaridad del medio (Attfield, P.V., 1997; Bauer, E.F. y col., 2000). Asi,
el crecimiento de las levaduras para su produccién industrial se realiza en melazas que
pueden tener concentraciones de sacarosa de aproximadamente un 50% (p/v). Aunque
dichas melazas suelen ser diluidas alrededor de 10 veces, la concentracion de azucar es
suficiente para generar cierto grado de estrés osmotico sobre la célula. Sin embargo, el
punto critico en cuanto a este tipo de estrés lo encontramos al inocular las levaduras en el
mosto, donde se alcanzan concentraciones de azucares entre el 15 y el 25% (p/v). Otro
aspecto importante es el estrés por etanol que se produce en condiciones naturales por el
propio avance de la fermentacion (Bauer, F.F. y col., 2000) y es muy importante en la
elaboracién de algunos vinos como el de Jerez en la fase de envejecimiento bioldgico,
donde se parten de concentraciones de este agente de aproximadamente un 15% (v/v)
(Larue, F. y col., 1989). Debemos tener en cuenta que el etanol es altamente toxico para el
metabolismo y crecimiento de las levaduras, ya que afecta, por ejemplo, a las membranas
biolégicas (Ingram, L.O. y col., 1984). Por ultimo debemos mencionar el estrés por
agotamiento de nutrientes que se produce en las fases finales de produccion de levaduras
y fermentacion y que es constante generalmente durante todo el envejecimiento bioldgico

(Bauer, F.F. y col., 2000).
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4. Mecanismos de respuesta a estrés en Saccharomyces sp.

La supervivencia de una célula puede depender de su capacidad para adaptarse
rapidamente a modificaciones en el entorno. En el caso de organismos unicelulares esta
habilidad es especialmente importante ya que se encuentran frecuentemente sometidos a
situaciones cambiantes. Cualquier factor ambiental que comprometa la supervivencia de
una célula o, al menos, su Optimo desarrollo, se considera una situacién de estrés
(Hohmann, S. y col., 2003). Para una correcta produccién de vino las levaduras tienen que
ser capaces de detectar y responder a estas condiciones de estrés sin pérdidas importantes
de viabilidad (Bauer, F.F. y col.,, 2000) ya que debido a éstas y otras causas (composicion
del mosto, temperatura...), durante algunas fermentaciones se producen condiciones
suboptimas que para determinadas cepas de levadura pueden conducir a paradas
prematuras de la fermentacion (Larue, F. y col., 1989; Munoz, E. y col, 1990). Esta
situacion deja una cantidad de azucares sin fermentar alta y generalmente indeseable en
el producto final. Este tipo de problemas puede solucionarse gracias a la practica de
inoculacion de cepas seleccionadas convenientemente.

Los mecanismos de respuesta a estrés en levadura engloban sistemas de deteccion y
rutas de transduccion de senal que activan factores de transcripcidon. Estas cascadas
acaban produciendo cambios significativos en los niveles de mRNA de numerosos genes
(Causton, H.C. y col., 2001; Estruch, F., 2000; Gasch, A.P. y col., 2000; Hohmann, S. y col.,
2003). En las células de levadura se ha visto que parte de esta respuesta es comun a
diferentes condiciones ambientales por lo que ha sido llamada respuesta a estrés
ambiental (Environmental Stress Response, ESR, (Gasch, A.P. y col., 2000)). De hecho, los
estudios con micromatrices indican que la expresion de unos 900 genes se encuentra
alterada en S. cerevisine en respuesta a una gran variedad de cambios ambientales.
Algunos de los genes inducidos en estas condiciones son dianas de los factores de
transcripcion Msn2p y Msn4p (Martinez-Pastor, M.T. y col., 1996), que son reprimidos por
la proteina quinasa A (PKA) (Boy-Marcotte, E. y col., 1998; Marchler, G. y col., 1993) en
condiciones de disponibilidad de nutrientes y proliferacion celular. Bajo condiciones
especificas de estrés otros factores de transcripcion se encuentran implicados en la

regulacion de los cambios de expresion génica que se producen. Asi, el factor de choque
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térmico (Hsflp, Heat Shock Factor, (Amords, M. y col., 2001)), gobierna la respuesta a
choque térmico induciendo la expresion, entre otras proteinas, de diferentes carabinas
moleculares. Por otro lado, el factor de respuesta a elevada osmolaridad (Hoglp, High
Osmolarity Glycerol, (Gustin, M.C. y col., 1998)) induce la transcripcion, entre otros, de
los genes implicados en la sintesis de glicerol; este osmolito es sintetizado por las
levaduras para contrarrestar aumentos en la osmolaridad del medio. Finalmente, el factor
Yaplp, se activa en situaciones de estrés oxidativo y controla, junto con Skn7p, la
expresion de proteinas que mantienen el equilibrio redox de la célula (Krems, B. y col.,
1996; Kuge, S. y col., 1994). En cualquiera de estos casos los cambios que se produzcan a
nivel proteico (abundancia, modificacion postraduccional y/o localizacion subcelular)
seran los que permitan a la célula de levadura adaptarse a la nueva situacion y continuar
su crecimiento.

Frente a cualquiera de estas situaciones se produce otra respuesta en la levadura,
encaminada a prevenir posibles dafios en fases del ciclo celular en los que la célula es
especialmente vulnerable: la fase S (sintesis de DNA) y la fase M (mitosis). Esta respuesta
es una parada del ciclo, generalmente en G1, aunque en condiciones de estrés osmotico se
ha visto que puede ser en la transicion G2-M (Hohmann, S. y col., 2003). Durante estas
paradas, la célula regula los genes y/o proteinas que le permiten adaptarse a la condicion
de estrés para poder, a continuacidn, avanzar en el ciclo y seguir creciendo. Por este
motivo es muy importante que las cepas vinicas sean capaces de adaptarse rapidamente a
los cambios ambientales de manera que puedan seguir llevando a cabo el proceso de

fermentacion.

5. Expresion génica durante la vinificacion.

Existen diversos estudios en la bibliografia que intentar hacer una caracterizacion de
levaduras vinicas a nivel molecular durante vinificaciones llevadas a cabo en condiciones
mas o menos similares a las que tienen lugar durante la fermentacién en bodega. Algunos
de estos estudios estan centrados en fases concretas del proceso y otros intentan abarcar
toda la fermentacion; en algunos se analizaron determinados grupos de genes y en otros

se determind la expresidon global mediante matrices de DNA o mediante electroforesis
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bidimensional. En todos estos experimentos hay una caracteristica comun y es que se
utiliz6 una tUnica cepa vinica capaz de completar la fermentacion en las condiciones
estudiadas. De estos estudios se pueden sacar algunas conclusiones generales aunque si
intentamos analizar con detalle genes concretos vemos diferencias debidas a las
condiciones particulares utilizadas por cada autor.

Durante la primera fase de la vinificacion, al inocular las células en mosto sintético
con 200 g/L de glucosa, se ha visto una induccién importante del gen GPD1 (Pérez-
Torrado, R. y col., 2002), que codifica la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, implicada en la
sintesis de glicerol. En estas primeras fases del proceso también existen cambios en la
expresion de algunos genes de respuesta general a estrés como los que codifican Hsps
(Heat Shock Proteins), como HSP12 o HSP104. En estos casos el cambio en el perfil de
expresion depende de factores como el estado de las células al ser inoculadas en el mosto
(cultivos de una noche, levadura seca activa,...) o el pH (Pérez-Torrado, R. y col., 2002).

En cuanto al resto de fases de la vinificacion, debemos destacar el momento en el
que las células entran en fase estacionaria y dejan de dividirse. En condiciones de
laboratorio el inicio de esta fase estd estrictamente vinculado al momento en que se acaba
la glucosa del cultivo (Werner-Washburne, M. y col., 1996). El metabolismo de la glucosa
(sustrato fermentable preferido por las levaduras) se encuentra finamente regulado de
manera que, por ejemplo, se evite un funcionamiento significativo con coincidencia en el
tiempo de glicolisis y gluconeogénesis, lo que nos llevaria a un ciclo futil. En condiciones
de disponibilidad de glucosa la ruta de la proteina quinasa A (PKA, revisado en
Hohmann y col. (2003)) se encuentra activa (Figura I.1) gracias a un aumento en la
produccion de cAMP (mediado por Cyrlp), que se une a las subunidades reguladoras
Bey, lo que determina la disociacion del complejo y la activacion de las subunidades
cataliticas (Tpk). Las subunidades Tpk activas median la represién de 3 grandes grupos
de genes gracias a la inactivacion de la quinasa Snflp (Figura I1.2): los genes
gluconeogénicos, los genes de respiracion y los genes implicados en la utilizaciéon de
sustratos alternativos. Cuando se agota la glucosa del cultivo se produce una inactivaciéon
de Tpk por disminucién de los niveles de cAMP y reasociacion con las subunidades

reguladoras lo que conduce, entre otros aspectos, a la desrepresion de estos grupos de
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genes, al cese de la division celular, a la activacion de la ruta general de respuesta a estrés
(mediada por Msn2p y Msn4p) y de la ruta de respuesta a fase estacionaria (mediada por
Gislp), a una movilizacién de las reservas de carbohidratos (glucdgeno y trehalosa) y a
una estimulacion de crecimiento filamentoso (revisados en Verstrepen y col. (2004) y en

Hohmann y col. (2003)).
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Figura I.1. Esquema de la ruta Ras/cAMP/PKA (adaptada de Verstrepen (2004)). La actividad maxima de Cyr1
se consigue gracias a una sefal doble: la fosforilacion intracelular de glucosa a glucosa-6-P y la deteccion de
glucosa extracelular mediada por Gprl. Ademas hay una influencia de Ras1 y Ras2 sobre la actividad basal de

Cyrl aunque la conexién concreta todavia se desconoce.

Este tipo de respuesta también se ha visto en condiciones de limitacion de fuentes
nitrogenadas (revisado en Hohmann y col. (2003)). Cuando las levaduras crecen en
amonio como fuente de nitrdgeno, genes implicados en la utilizaciéon de fuentes de

nitrégeno alternativas estdn sometidos al mecanismo conocido como represién por
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catabolito de nitrogeno (Nitrogen Catabolite Repression, NCR, (Wiame, ].M. y col., 1985)).
En esta regulacion se sabe que participan 4 factores de transcripcion (GIn3p, Gatlp,
Dal80p, Dehl1p) que reconocen secuencias de tipo GATA. En condiciones de limitacién de
fuentes de nitrégeno se activa la transcripcion tanto de genes implicados en su transporte
como de otros relacionados con el metabolismo de glutamina, glutamato, prolina, urea,
arginina, alantoina y y-amino butirato. Entre estos genes podemos citar, por ejemplo, las
permeasas de aminodacidos GAP1 y AGPI, los genes DAL (metabolismo de alantoina) o

GDH1 y 2 (actividad glutamato deshidrogenasa).
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Figura 1.2. Esquema simplificado de mediadores y dianas implicados en la represiéon por catabolito de

carbono (adaptada de Hohmann. y Mager (2003)).

Es interesante resaltar también que las rutas de represion por catabolito de carbono
y de nitrédgeno se encuentran interconectadas en diferentes puntos lo que conduce a
patrones de regulacion especificos en funcion tanto de la cantidad como de la calidad de

los nutrientes presentes en el medio (revisado en Hohmann y Mager (2003)). En esta
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integracion se sabe que la ruta TOR juega un papel esencial. Esta ruta acttia en respuesta a
disponibilidad de nutrientes regulando negativamente Msn2p y Msn4p y activando (al
igual que la ruta de la PKA) el crecimiento celular (Cardenas, M.E. y col., 1999; Schmelzle,
T. y col., 2000). Otra proteina implicada en estos procesos es Sch9p, quinasa relacionada
también con el control del crecimiento y la respuesta a estrés (Crauwels, M. y col., 1997).
Existen muchos trabajos que intentan establecer las conexiones entre estas rutas y
proteinas y delimitar a qué nivel se sitia cada una. Segin un modelo aparecido
ultimamente la ruta de la PKA, la ruta TOR y la proteina Sch9p ejercerian parte de sus
efectos a través de la regulacion del factor Rim15 (Roosen, J. y col., 2005) (Figura 1.3). En
funcion de la localizacion de este factor y de la regulacion de dianas especificas de PKA,
TOR y Sch9p parece que se regulan todas las respuestas generales y especificas en

respuesta a ayuno de nutrientes (Figura 1.3).
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= Expresién de genes con STREs (STress Responsive Element, regulados por Msn2p/4p)
y/o con PDEs (Post Diauxic Element, regulados por Gislp).
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= Desrepresién de genes regulados por Glucosa, Nitrdgeno, Fésforo o Azufre.

Figura 1.3. Principales reguladores y respuestas de las levaduras al ayuno de nutrientes. El modelo de
regulacion esta basado en lo propuesto por Roosen y colaboradores (2005) y las respuestas se basan en lo

descrito por muchos autores (revisado en Hohmann y Mager (2003)).
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En condiciones de vinificacion la entrada en fase estacionaria también supone
grandes cambios tanto a nivel transcriptomico como a nivel proteémico (Rossignol, T. y
col., 2003). En general lo que se puede deducir a partir de los datos obtenidos es una
disminucion de procesos biosintéticos (biosintesis de aminodcidos y transcripcion de
genes relacionados con sintesis de RNA y proteinas) y una activaciéon de genes de
respuesta a estrés, algunos directamente relacionados con el ayuno de nutrientes y la
entrada en fase estacionaria (como YGP1 (Riou, C. y col.,, 1997) o SPI1 (Puig, S. y col,,
2000b)). Debemos destacar, por ejemplo, la induccion de genes HSPs como HSP26,
demostrada en diferentes condiciones de vinificacion tanto por matrices de DNA
(Rossignol, T. y col., 2003) como por andlisis Northern (Puig, S. y col., 2000b; Riou, C. y
col,, 1997) y que se ve reflejada también en un aumento a nivel de cantidad de proteina
(Trabalzini, L. y col.,, 2003). También se ha detectado una inducciéon de genes que
codifican proteinas implicadas en homeostasis de protones (como HSP30, PTK2 y KHA1
(Rossignol, T. y col., 2003)) y de genes relacionados con la biogénesis de la pared celular
(como FKS1 y GSC2 (Rossignol, T. y col., 2003)). La induccion de estos genes puede estar
relacionada con el estrés por etanol (Alexandre, H. y col., 2001), que debe haber alcanzado
niveles suficientes para desencadenar una respuesta en este punto de la vinificacion
(Rossignol, T. y col.,, 2003). Ademas, se observan cambios importantes en el perfil de
expresion de genes relacionados con el metabolismo de carbohidratos. Mediante analisis
Northern se ha demostrado, por ejemplo, una inducciéon de genes relacionados con el
metabolismo del glucégeno y de la trehalosa, como GSY2 (Pérez-Torrado, R. y col., 2002) y
una disminucion en los niveles de expresion de algunos genes relacionados con glicolisis
como PGK1, FBA1, TDH1/2/3 o ADH1/2 (Puig, S. y col., 2000a). En este tltimo caso la
represion se produce en estadios cercanos (anteriores o posteriores) al cese de division
celular, pero el momento exacto depende de cada gen concreto. También referente al
metabolismo de carbohidratos, el analisis transcriptémico global (Rossignol, T. y col.,
2003) ha permitido observar un aumento de la transcripcion de isoformas relacionadas
con respuesta a estrés como HXK1, GLK1, PGM2, GPM2 y ALD2, ALD3 y ALD4, mientras
que ALD6 (isoforma mayoritaria en la formacién de acetato) se encuentra reprimida tanto

a nivel de transcripcién como a nivel de abundancia de proteina (Trabalzini, L. y col.,
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2003). Ademas de la disminucion de la transcripcion de algunos genes implicados en
glicdlisis, se ha visto un aumento de la de genes relacionados con gluconeogénesis y
respiracion (Rossignol, T. y col., 2003). Esta respuesta es similar a la que se produce
durante la entrada en fase estacionaria en condiciones de laboratorio (DeRisi, J.L. y col.,
1997). Los efectos que hemos descrito anteriormente de Snflp y Tpk en respuesta a una
limitaciéon de glucosa (disminucion de glicdlisis, aumento gluconeogénesis y respiracion,
activacion de respuesta a estrés) parecen coincidir, al menos en parte, con la respuesta de
las levaduras en el momento en que dejan de dividirse durante una vinificacion. Sin
embargo, la concentracion de azticares que queda en el mosto en este momento puede
alcanzar los 100-150 g/L, por lo que el cese de la division celular en este caso parece
relacionado mas bien con un agotamiento de las fuentes nitrogenadas (Fleet, G.H. y col.,
1993b) y/o con una alteracién de la membrana plasmatica (debida a la acumulacion de
etanol y su efecto sobre los sistemas de transporte, tanto de los compuestos nitrogenados
(Alexandre, H. y col., 1994) como de la captaciéon de glucosa (Jackson, R.S., 1994)). De
momento no existe explicacion al cambio en el perfil de expresion de genes relacionados
con el metabolismo de carbohidratos en momentos donde la glucosa se encuentra en
exceso ni se conoce la relevancia que puede tener este cambio sobre el metabolismo de las
levaduras. Lo que esta claro es que si debe haber un efecto, ya que estudios sobre cinética
fermentativa con diferentes mostos, levaduras y condiciones demuestran que en cualquier
caso se pueden diferenciar 3 etapas en cuanto a la tasa de produccion de CO: durante una
fermentacion: una primera etapa que coincide con la fase de latencia y donde no hay
produccion significativa, una segunda donde se alcanzan las tasas maximas y que
coincide con el crecimiento exponencial y una tltima donde la velocidad de fermentacion
disminuye progresivamente y que comienza en el momento en que se alcanza la maxima
biomasa (Bely, M. y col., 1990).

Otro grupo de genes que muestra diferencias de expresion durante la entrada en
fase estacionaria en la vinificacion esta constituido por varios genes reprimidos por
catabolito de nitrégeno, aunque en este caso, dada la diferencia en la composicion de los
mostos utilizados, la respuesta de la levadura varia segin las condiciones utilizadas. En el

trabajo de Rossignol y colaboradores (2003) la entrada en fase estacionaria coincide con un
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agotamiento de las fuentes de nitrogeno asimilable (amonio y todos los aminoacidos
menos la prolina, que requiere oxigeno para su degradacion). Estos autores observan un
aumento de muchos de los genes reprimidos por catabolito de nitrégeno, lo que
concuerda con la limitacion de este nutriente en sus condiciones de vinificacién. Sin
embargo, en el trabajo de Backhus y colaboradores (2001), lo que se observa es una
represion de muchos de estos genes en sus condiciones de exceso de arginina y tan solo se
observa activacion de CARI, CAR2, DAL4 y DAL5 en condiciones de limitacion de este
mismo aminodcido.

Otra familia funcional que muestran cambios durante la vinificaciéon incluye genes
relacionados con el metabolismo del ergosterol (Backhus, L.E. y col., 2001; Rossignol, T. y
col., 2003). El ergosterol es el principal esterol de la membrana plasmatica de S. cerevisiae y
se sabe que la eficiencia fermentativa y la resistencia a etanol estdn normalmente
relacionados con un aumento en la relacion ergosterol/fosfolipidos y con una disminucion
del indice de saturaciéon de los acidos grasos en células de levadura (Chi, Z. y col., 1999;
Sajbidor, J. y col,, 1995). En el caso de que la proporcion de ergosterol sea baja se
potencian los efectos toxicos del etanol dificultandose, entre otros, la captacion de glucosa
(Jackson, R.S., 1994). Sin embargo, la sintesis de esteroles y de 4cidos grasos de cadena
larga se encuentra inhibida en ausencia de oxigeno. Se ha visto que la adicion puntual de
oxigeno durante la fase estacionaria de una vinificacion aumenta la viabilidad celular y la
tasa de fermentacién y disminuye el tiempo requerido para completar la fermentaciéon
(Rosenfeld, E. y col., 2003). En cuanto a la expresion génica durante la vinificacion se ha
visto que hay una disminucién de los niveles de mensajero de genes implicados en la
sintesis de ergosterol (debido a las condiciones anaerobias) y un aumento de los genes

relacionados con su transporte (Rossignol, T. y col., 2003).

6. Caracteristicas genéticas de las levaduras vinicas. Problematica de su manipulacion.

Las cepas de S. cerevisiae que se utilizan habitualmente en el laboratorio descienden
de aislados naturales pero ambos tipos poseen multiples diferencias a nivel genético. Asi,
una de las caracteristicas de las cepas de laboratorio es que son haploides o diploides y

presentan longitudes cromosomicas definidas. En las cepas vinicas no son habituales estas
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caracteristicas de manera que la mayoria son diploides, poliploides o incluso aneuploides
(Bakalinsky, A.T. y col.,, 1990; Codon, A.C. y col., 1995) y suelen presentar un elevado
grado de polimorfismo en la longitud de sus cromosomas (Bidenne, C. y col.,, 1992;
Rachidi, N. y col., 1999), lo que permite la diferenciacién de cepas a nivel de cariotipos
(Guillamon, J.M. y col., 1996) y provoca una gran variabilidad en la capacidad de
esporulacion y en la viabilidad de las esporas (Codon, A.C. y col.,, 1995). Ademas, la
mayoria de las cepas industriales son homotalicas de manera que tras la esporulacién
algunas células cambian de sexo debido a una inestabilidad del locus MAT y pueden
conjugar con otras de tipo contrario de la misma poblaciéon motivo por el cual no se puede
mantener una linea haploide. En las cepas de laboratorio el locus HO se encuentra mutado
con lo que son heterotalicas y las células mantienen el tipo sexual y permanecen en estado
haploide hasta que encuentran una célula de tipo sexual contrario. Por otro lado, las cepas
vinicas presentan un elevado grado de heterocigosis (Barre, P. y col., 1993; Codon, A.C. y
col,, 1995) (que incluye el locus HO) y una gran capacidad para reorganizar sus
cromosomas durante el ciclo mitdtico mediante translocaciones mediadas por elementos
Ty (Longo, E. y col.,, 1993; Rachidi, N. y col., 1999), entrecruzamiento mitotico (Aguilera,
A.y col., 2000) y conversion génica (Puig, S. y col., 2000c).

Otro aspecto a considerar desde el punto de vista genético es que en las cepas de
laboratorio se han provocado auxotrofias, de manera que se pueden transformar con
plasmidos que restauren la prototrofia para alguno de los requerimientos nutricionales.
Sin embargo, las cepas industriales son protodtrofas, lo que dificulta su manipulacion
genética. Por este motivo, para llevar a cabo estas transformaciones hay que emplear
marcadores de resistencia a antibidticos que permitan la selecciéon de transformantes
positivos. Estos marcadores deben ser eliminados posteriormente dado que su
mantenimiento esta totalmente prohibido a nivel industrial. Esta prohibicion se deriva de
que uno de los criterios que deben reunir los organismos manipulados genéticamente
para ser reconocidos como GRAS (Generally Recognized As Safe) es la ausencia de
cualquier DNA exdgeno.

A pesar de toda esta problematica se han disefiado estrategias de manipulacion

genética aplicables a levaduras industriales en general y vinicas en particular. Dentro del
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campo de la enologia existen multiples dianas potencialmente mejorables en las levaduras
vinicas (revisadas por Pretorius (2000)). Considerando todas ellas en conjunto podemos
diferenciar dos aspectos: la mejora de la eficiencia fermentativa y la disminuciéon del
riesgo de paradas de fermentacion (que conducen a un beneficio a nivel industrial) y la
mejora de caracteristicas saludables, nutricionales y organolépticas (encaminadas a atraer
a un mayor numero de consumidores). En cuanto a eficiencia fermentativa se ha logrado,
por ejemplo, la posibilidad de fermentar mostos pobres en nitrégeno facilmente asimilable
mediante la interrupcion del gen URE2 (Salmon, J.M. y col., 1998a), uno de los factores
que gobiernan la represion por catabolito de nitrogeno. En cuanto a mejora de las
caracteristicas organolépticas se han obtenido cepas que producen vinos con mayor
potencial aromatico mediante la sobreexpresién del gen ATF1 (alcohol acetil transferasa)
(Lilly, 2000; Uber, G., Ramon, D., Matallana, E., datos no publicados). Finalmente, en
cuanto a la produccion de bebidas mas saludables, se han conseguido cepas que producen
bajos niveles de urea, un precursor del carcindgeno etilcarbamato (Kitamoto, K. y col,,
1991; Ough, C.S. y col., 1998).

Aunque el uso de organismos manipulados a nivel genético en la industria
alimentaria todavia no tiene un gran desarrollo por impedimentos a nivel legal, este tipo
de aproximaciones proporciona también un mayor entendimiento de cudles son los
factores que conducen a la mejora del proceso. De esta manera se podrian disefiar
métodos de vinificacion optimizados a nivel de pardmetros como temperatura,
nutrientes,... y/o establecer métodos moleculares de seleccion de cepas con caracteristicas

fermentativas adecuadas a un determinado proceso industrial.

7. Objetivos.

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, se planted el desarrollo de este

proyecto de tesis doctoral con los siguientes objetivos principales:
1. Estudio de la correlacion entre comportamiento fermentativo y la
sensibilidad a condiciones de estrés semejantes a las que se producen

durante su uso industrial.
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INTRODUCCION

Estudio de la respuesta a estrés de las levaduras vinicas en condiciones de
vinificacion.

Estudio global de los niveles de expresion de genes y proteinas en cepas
con diferente patron fermentativo.

Posibles aplicaciones biotecnoldgicas a partir de los resultados obtenidos

tras el desarrollo de los tres primeros puntos.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES BIOLOGICOS.

1. Plasmidos.

Tabla M1. Plasmidos.

Plasmido Descripcion Procedencia
Plasmido que contiene el gen marcador de resistencia a (Guldener, U.y
pUG6
geneticina flanqueado por secuencias LoxP col., 1996)
Plasmido con marcador CYHR que contiene el gen de la (Delneri, D. y
YEp351-cre-cyh
recombinasa Cre bajo el control del promotor GAL1 col., 2000)

(Hill, J.E. y col,,

YEp352 Vector episomal lanzadera con marcador URA3.

1986)

YEp352-HSP26 Plasmido derivado de YEp352 conteniendo el gen HSP26. Este trabajo

YEp352-YHR87w  Plasmido derivado de YEp352 conteniendo el gen YHR087w. Este trabajo

2. Oligonucleotidos.

Tabla M2. Oligonucleétidos.

Oligo Secuencia (5" a 3') Utilizacion

p(dT)ss Obtencién de cDNA para

(Roche) hibridacién de macromatrices
Obtencion de cDNA para RT-PCR

OligodT TTTTTTTTTTTTTTT(AGC)(AGCT)
cuantitativa

ACT1-1 GGATCTTCTACTACATCAGC RT-PCR de ACT1

ACT1-2 CACATACCAGAACCGTTATC ”
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Oligo Secuencia (5" a 3') Utilizacion

GPD1-1 GTTGCTAATCCAGACTTG RT-PCR de GPD1

GPD1-2 AGATAGCTCTGACGTGTG “

TRX2-1 CAAGTTAGTCGTTGTTGAC RT-PCR de TRX?2

TRX2-2 TTGAGCAACATCTGAGAC “

HSP104-1 GCGGTCTTACCGATACCTGG RT-PCR de HSP104

HSP104-2 GACTGAGCAGGCTCGTCAAGG “

SSA3-1 AGAGCCTAATCGTTCTATC RT-PCR de SSA3

SSA3-2 GTTTCAATTCCTAGGGAC “

YHRO87w-1 ~GGTAAGCTATCTGAAGTTGTC RT-PCR de YHRO087w

YHR087w-2  ACTTCTTCGATCTTCTTG “

HSP26-A GACAACATCCAACAACG RT-PCR de HSP26

HSP26-B CCTCAATCTTCTTGAC “

MUP1-1 CGAAAACGCTCCAAGA RT-PCR de MUP1

MUP1-2 CCTCACCAAAGACAGA “

ERG10-1 TATCGACTGCCAGAAC RT-PCR de ERGI0

ERG10-2 CATTACAAATGGCGGC “

AUS1-1 TTCCTTGCTCACCTGCAA RT-PCR de AUS1

AUS1-2 CCCATTAAGGCGGTCAAA “

ADRI1-1 TCCCGTTGTTGACTTG RT-PCR de ADR1

ADRI1-2 ACTTGACTGAGGATGC “

FBA1-1 TAAAGAGAAAGACCGGTGTCAT RT-PCR de FBA1

FBA1-2 GGGAGGAGAATAATGGTTCA “

SNQ2-1 ACTGTGTACCCAACGT RT-PCR de SNQ2

SNQ2-2 CATTGATCGCCTCTGA “

MET2-1 CCTCACCAAAGACAGA PCR-RFLP de MET2

MET2-2 CGAAAACGCTCCAAGA “
ATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTGC Interrupcion del gen URA3 en

TORAS TGCTACTCATC CGTACGCTGCAGGTCGAC cepas vinicas
TACAGTTTTTTAGTTTTGCTGGCCGCATCTT

IURA3 “

CTCAAAT ATAGGCCACTAGTGGATCTG
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Oligo Secuencia (5" a 3') Utilizacion
CTAGTCCTGTTGCTGCCAAGCTATTTAATA  Interrupcién del gen URA3 en
TURA5B
TCATGCACGA CGTACGCTGCAGGTCGAC cepas vinicas
ATGCTTCCCAGCCTGCTTTTCTGTAACGTTC
IURA3B “
ACCCTCTAC ATAGGCCACTAGTGGATCT
Comprobacién de integracién e
URA3A1 GAGTATTGAGAAGGGCAACG
interrupcioén del locus URA3
URA3A4 TGCCCTACACGTTCGCTATG “
Amplificacién de HSP26
incluyendo promotor y terminador
tHSP26-1 TCCCCCGGGACCTACCATAGGACACAC
y sitios Smal/BamHI para clonacion
en YEp352
tHSP26-2 CGCGGATCCACCGTTTGATATACCGAGC “
Amplificaciéon de YHRO87w
incluyendo promotor y terminador
tYHR087w-1 TCCCCCGGGACGGTGATATAACAGCGC
y sitios Smal/BamHI para clonacion
en YEp352
tyhr087w-2 ~ CGCGGATCCCTCTATCGTCTGTGTTACG “
3. Matrices.

3.1. Macromatrices.

Se utilizaron macromatrices con sondas, por duplicado, de 32 genes de respuesta a

estrés. Las sondas intentan abarcar, en lo posible, la pauta abierta de lectura completa. Las

matrices incluyen también controles negativos (8 puntos con DNA gendmico total de E.

coli) y positivos (16 puntos con gendmico total de Saccharomyces cerevisiae). Se incluye

también el gen ACT1 por duplicado. Se utiliz6 un mismo chip para todas las muestras

procedentes de un mismo cultivo para cada cepa. Las matrices fueron elaboradas por el

servicio de Chips de la Universitat de Valencia. En la Figura M.1. se muestra la

hibridacién de una de las matrices y las posiciones de cada gen o cada control en la

misma.
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3.2. Micromatrices.

Las matrices fueron elaboradas en el centro Research Genetics (Huntsville, AL) a
partir de la amplificacion mediante oligos especificos de 6281 pautas abiertas de lectura.
El marcaje e hibridacion de las muestras fueron realizados por el servicio de Genémica del
Fred Huntchinson Cancer Research Center (Seattle, E.E.U.U.) en las mismas condiciones
que las descritas previamente (Fazzio, T.G. y col., 2001). Se utilizaron muestras de RNA de
3 cultivos independientes de cada cepa y se hibridaron los siguientes pares Cy3-Cyb5: 16A-
27A, 16C-27B, 27B-16B, 27B-16C y 27C-16A.

Figura M.1. Hibridacion de una de las macromatrices mostrando las posiciones de los genes y los controles.

4. Cepas.

4.1. Cepas de Escherichia coli.
Se ha utilizado la cepa DH5a transformada con los pldsmidos indicados en la

Tabla M1, excepto YEp351-cre-cyh que estd introducido en la cepa XL-1 Blue.
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4.2. Cepas de levadura de laboratorio.

Tabla M3. Cepas de levadura de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Cepa Descripcion Procedencia

W303-1A MATa, SUC2, ade2, canl, his3, leu2, trp1, ura3 (Thomas, B.J. y col., 1989)
BY4742 MATalpha, his3A1, leu2AQ, lys2A0, ura3A0 Euroscarf

YHRO87w BY4742; YHR087w::kanMX4 “

4.3. Cepas vinicas de levadura.

Tabla M4. Cepas vinicas comerciales.

Cepa Nombre comercial  Procedencia Identificacion comercial
ICV9 *Fermivin VB1 DSM (1) S. cerevisiae

ICV 16 Fermicru primeur DSM (1) S. cerevisiae

ICV 18 *Fermicru VR5 DSM (1) S. cerevisiae

ICV 22 Lalvin T73 Lallemand Inc. (2) (Querol, A. y col.,, 1992b)  S. cerevisiae bayanus
ICV 27 UCLM S377 Springer Oenologie (3) S. cerevisiae bayanus
ICV 48 *Lalvin DV10 Lallemand Inc. (2) S. cerevisiae bayanus
1 BRG Lallemand Inc. (2) S. cerevisiae

2 DV10 “ S. bayanus

3 QA23 “ S. cerevisiae bayanus
4 EC1118 “ S. bayanus

5 BC “ ’

6 D47 “ S. cerevisiae

7 71B “ «

8 M2 “

9 SC “

10 KIM “

11 M “ S. cerevisiae

12 CHP “ S. bayanus

13 R2 “ S. cerevisiae bayanus
14 PM “ S. bayanus

15 CAW “ S. cerevisiae

16 RC212 “ “
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Cepa Nombre comercial  Procedencia Identificacion comercial
17 CEG Lallemand Inc. (2) S. cerevisiae

18 CY3079 “ “

19 D254 “ ’

20 BDX “ “

21 L2056 “ “

22 CSM ” “

23 CGC62 “ “

24 BM45 ” “

(1) Delft, The Nederlands. (2) Maisons-Alfort, Francia (3) Montreal, Québec Canada

* Las cepas utilizadas proceden de una coleccién de levaduras industriales cedida por el Dr. E. Bartra y elaborada, hace

aproximadamente 10 afios, a partir de lotes de de las levaduras secas indicadas. No podemos asegurar que estas cepas se

comercialicen actualmente o que no se hayan producido cambios de cepa aunque se utilicen estos nombres comerciales.

Tabla M5. Cepas vinicas no comerciales procedentes del Instituto de Fermentaciones

Industriales (IFI).

Cepa Origen Alcohol (°Brix)/sustrato Identificacion
IF1 87 Montilla 15.7° sobre uva P.Ximenez S. ellipsoideus
IFI 89 Cordoba 19° sobre pulpa de membrillo S. ellipsoideus
IFI 240 Valladolid 8.3° sobre mosto S. ellipsoideus
IFI1 278 Albarifio 9.7° sobre mosto de uva S ellipsoideus
IFI 279 Valladolid 8° sobre mosto de uva S. ellipsoideus
IFI 367 Mentrida 8.7° sobre mosto de uva S. uvarum

IFI 391 Serrada 7° sobre mosto de uva S. uvarum

IFI 704 Requena. 13° S. bayanus
Tabla Mé6. Cepas vinicas modificadas genéticamente.

Cepa Descripcion Procedencia

T73-4 ura3/ura3 (Puig, S. y col., 1998)
BQS272 T7s-stransformada con YEp352 Carrasco, P., Tesis Doctoral
BQS52004 T7s4 transformada con YEp352-HSP26 Este trabajo
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Cepa Descripcion Procedencia
BQS52006 T7sstransformada con YEp352-YHR087w Este trabajo
BQS2017 ICV 16 ura3- “

BQS2018 BQS2017 transformada con YEp352 “

BQS2020 BQS2017 transformada con YEp352-HSP26 “

BQS2022 BQS2017 transformada con YEp352-YHR087w “

BQS2033 ICV 27 ura3- “

BQS2034 BQS2033 transformada con YEp352 “

BQS2036 BQS52033 transformada con YEp352-HSP26 “

BQS2038 BQS52033 transformada con YEp352-YHR087w “
METODOS.

1. Medios v condiciones de cultivo.

1.1. Bacterias.

Los cultivos de E. coli se realizaron en medio LBA (extracto de levadura 0.5% (p/v),

bactotriptona 1% (p/v), NaCl 1% (p/v), ampicilina 50 mg/mL) a 37°C con agitacion (200

rpm). Para los cultivos en placa el medio fue suplementado con agar 2%.

1.2. Levaduras.

1.2.1. Medios generales y condiciones de incubacion.

Para los cultivos de células de levadura sin auxotrofias se utilizdé medio YPD

(extracto de levadura al 1% (p/v), bactopeptona al 2% (p/v) y glucosa al 2% (p/v)),

agitacion a 200 rpm e incubacion a 30°C. Para el crecimiento en soporte solido se utilizé el

mismo medio YPD con agar al 2% (p/v) y las placas se incubaron durante 24-72 h a 30°C.

Las cepas auxotrofas transformadas con plasmidos (marcador URA3 en todos los

casos) fueron cultivadas en medio selectivo. Para las cepas derivadas de W303-1A se
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utilizé medio minimo SD (base nitrogenada para levadura sin aminoacidos y sin sulfato
amonico 0.17% (p/v), (NHs)2S0s1 0.5% (p/v), glucosa 2% (p/v)) suplementado con leucina
(100 mg/L), triptofano (20 mg/L), histidina (20 mg/L) y adenina (100 mg/L). Para la cepa
T73-4 (ura3-) transformada con pladsmidos se empled medio minimo SD sin suplementos.
Para la elaboracion de los medios solidos se agrego agar al 2% (p/v).

La seleccion de transformantes resistentes a antibiotico se llevé a cabo en medio
solido YPD suplementado con geneticina a 100 mg/L o con cicloheximida a 1 mg/L. Los
transformantes estables fueron discriminados entre los transformantes abortivos
formadores de microcolonias mediante resiembra en medio selectivo.

Para la induccion del promotor del gen GALI en las cepas transformadas con el
plasmido YEp352-cre-cyh se inocularon las colonias resistentes a geneticina y a
cicloheximida en YPD conteniendo ambos antibidticos a 100 y 1 mg/L respectivamente. Se
dejaron crecer los cultivos durante 1 dia, se lavaron las células 3 veces con agua destilada
estéril y se resuspendieron en medio YPGal (YP conteniendo galactosa 2% (p/v) en lugar
de glucosa). Tras una incubacion de 2-4 horas se plaque6é en SD-cicloheximida una
dilucién adecuada para la obtencion de unas 100 colonias por placa. En el paso en que se
elimind la ultima copia del gen URA3 las placas fueron de YPD en lugar de SD y también
contenian el antibidtico. A los 2-3 dias de incubacién a 30°C se realiz6 una réplica de las

colonias a placas de YPD-geneticina para comprobar la pérdida del marcador.

1.2.2. Mostos y condiciones de inoculacion.

En este trabajo se han utilizado mostos sintéticos de composicion quimicamente
definida y mostos naturales.

Para detectar diferencias en los patrones de fermentacion de diferentes cepas vinicas
se realizaron experimentos de microvinificacion en condiciones subdptimas empleando
mosto sintético deficiente en nitrogeno (glucosa al 20% (p/v), KH2POs al 0.5% (p/v),
MgSO4+-7H20 al 0.04% (p/v) y extracto de levadura al 0.1% (p/v), pH 3.8) y botellas de 250
mL con sistema para permitir el intercambio gaseoso. La fermentacion se llevd a cabo en
camaras de temperatura controlada a 22°C y en condiciones de agitacion suave (125 rpm).

Como control se hicieron algunos experimentos en condiciones no limitantes de nitrégeno
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anadiendo al mosto (NH4)2SOs al 0.2% (p/v). Se inocularon en los mostos 5- 10° células/mL
procedentes de un cultivo en YPD crecido durante una noche.

Para analizar la expresion génica y proteica durante la vinificacion se empled otro
mosto sintético de composicion quimicamente definida (MS300) (Riou, C. y col., 1997), con
algunas modificaciones, la principal de las cuales es el empleo de una mezcla
equimolecular de glucosa y fructosa a una concentracion final del 20% (p/v). El mosto
contenia ademas 0.03% (p/v) de nitrogeno atomico asimilable (120 mg/L en forma de
NH4Cl y 180 mg/L en forma de aminodcidos (Tyr 18 mg/L, Trp 179 mg/L, Ile 33 mg/L, Asp
44 mg/L, Glu 120 mg/L, Arg 374 mg/L, Leu 48 mg/L, Thr 76 mg/L, Gly 18 mg/L, GIn 502
mg/L, Ala 145 mg/L, Val 44 mg/L, Met 31 mg/L, Phe 38 mg/L, Ser 78 mg/L, His 32 mg/L,
Lys 17 mg/L, Cys 13 mg/L, Pro 619 mg/L)), vitaminas (mioinositol 20 mg/L, pantotenato
de calcio 1.5 mg/L, tiamina 0.25 mg/L, acido nicotinico 2 mg/L, piridoxina 0.25 mg/L,
biotina 0.003 mg/L), acidos (malico 0.6% (p/v) y citrico 0.6% (p/v)), sales minerales
(KH2PO4 750 mg/L, K2SOs 500 mg/L, MgSOs-7H20 250 mg/L, CaCl-2H20 155 mg/L, NaCl
200 mg/L, MnSO+H20 4 mg/L, ZnSO+7H20 4 mg/L, CuSO+5H20 1 mg/L, KI 1 mg/L,
CoCl2:6H20 0,4 mg/L, HsBOs 1 mg/L, (NHs)sMo7O24 1 mg/L) y factores anaerobios
(ergosterol 15 mg/L, acido oleico 5 mg/L, Tween 80 0.5 mL/L). El pH final en condiciones
estandar fue 3,2 y se ajustd con NaOH. Estos experimentos se llevaron a cabo también en
botellas de 250 mL y la temperatura en condiciones estandar fue de 22°C pero sin
agitacion, para simular mejor las condiciones anaerobias que se producen durante la
vinificacion en bodega. En los experimentos de expresion génica a los 30 minutos desde la
inoculacion en mostos con diferente pH (3.0, 3.3, 3.6) o temperatura (15, 22, 28°C) se
inocularon 5- 10¢ células/mL procedentes de un cultivo en YPD crecido durante una
noche. En el resto de experimentos se utilizo6 el mismo numero de células pero
procedentes de un cultivo en fase de crecimiento exponencial con una composicion del
medio igual a la del mosto MS300 pero conteniendo tan s6lo un 2% (p/v) de glucosa como
fuente de carbono.

Para los experimentos realizados con levadura seca activa y con levaduras
manipuladas genéticamente se utilizaron mostos naturales de las variedades Bobal y

Sauvignon blanc de la cosecha de 2004 de Requena (Bodegas Torre Oria y C. Carrascal). El
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mosto Bobal fue suplementado con 10 mL de sulfoferment por hectolitro de mosto
(equivalente a 6 g/HL de SOz) y con 1 g de cdctel enzimatico Lallyzyme (Lallemand Inc.)
por 100 Kg de uva. El mosto Sauvignon fue suplementado con 10 g/HL de metabisulfito
potasico (KHSOs, que equivale a 53 g/HL de SO:) y con 0.5 g/HL del preparado
enzimatico Lafase 60 (Laffort). En ambos casos los mostos fueron parcialmente
clarificados por sedimentacién en depdsitos de 150 HL durante 1-2 dias a 10°C,
tomandose para los experimentos mosto situado aproximadamente a 1.5-2 metros del
fondo del depdsito donde sedimentan las lias. El mosto tomado en estas condiciones fue
congelado inmediatamente hasta su utilizacion. Tras su descongelacion y previamente al
indculo de las levaduras se realizé una siembra directa de 10 uL en placas con YPD y no
se observo crecimiento de ninguna colonia motivo por el cual no se estudid la imposicion
de la cepa inoculada durante la vinificacion.

Los experimentos preliminares en mosto natural se realizaron a partir de
precultivos liquidos en YPD procedentes de colonias aisladas y crecidos durante tres
noches. Para los experimentos con levaduras manipuladas genéticamente se procedio de
la misma manera pero utilizando medio SC sin uracilo para evitar la pérdida de plasmido.
Con esta estrategia se pretende conseguir cultivos en fase estacionaria muy avanzada de
manera que el estado metabdlico de las células sea lo mas parecido posible al que se
encuentra en la levadura seca. De los cultivos crecidos de esta manera se recogieron las
células y se resuspendieron en glucosa al 5% (p/v) a una concentraciéon aproximada de
1-107 células/pL. Después de una incubacion durante 20 minutos a 30°C se inoculd en
proporcién 1:50 al mosto natural.

En los experimentos en los que se inoculd levadura seca activa, la hidratacion previa
de ésta se llevo a cabo de acuerdo con las sugerencias de las empresas suministradoras.
Asi, antes de ser inoculada, fue incubada a una concentracion del 10% (p/v) en un medio
con glucosa al 5% (p/v) durante 20 minutos a 37°C. Posteriormente se inocul6é en una
proporcion 1:50 al mosto natural lo que supone una concentracion de viables de
aproximadamente 2-10° células/uL.

Para todos los experimentos con mosto natural el cultivo de cada cepa se separ6 en

alicuotas de 1.5 mL contenidas en tubos de 2 mL de forma cénica. Para todas las
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determinaciones a lo largo de la vinificacion se recogid toda la muestra contenida de
manera que en este caso no hay aireacion ni agitacion del cultivo en ningin momento de
la vinificaciéon. Para los experimentos preliminares en los que se estudid el
comportamiento a partir de precultivos crecidos en YPD la temperatura de incubacion fue
de 22°C. Para los experimentos con levadura seca activa y levaduras modificadas
genéticamente se ensayaron temperaturas de incubacion de 16, 22 y 30°C, abarcando asi el

rango de temperaturas utilizado en la elaboracién de vinos tanto tintos como blancos.

1.2.3. Experimentos de sensibilidad a estrés.

Para el estudio de la sensibilidad a los distintos tipos de estrés se siguieron
protocolos basados en aquellos utilizados previamente en el nuestro y en otros
laboratorios (Ivorra, C. y col., 1999; Piper, P.W. y col., 1994).

Para la mayoria de experimentos se diluyeron cultivos en YPD crecidos durante una
noche hasta una absorbancia a 600 nm de 0.1 y se dejaron crecer hasta 0.3-0.4 (fase
exponencial temprana), momento en el cual se aplico el estrés correspondiente.

Para el estudio de estrés osmotico se recogieron mediante centrifugacion (3000 rpm,
2 minutos) las células contenidas en una alicuota del cultivo en YPD mantenido en fase de
crecimiento exponencial y se resuspendieron en el mismo volumen de medio YPD
suplementado con KCI 1 6 0.7 M. La incubacién continué a 30°C durante 60 y 120 minutos
respectivamente. Para el estudio de estrés por etanol se afadié directamente este
compuesto al cultivo de células en crecimiento exponencial hasta una concentracion del 8
o del 10% (v/v) e incubando a 30°C durante 90 y 60 minutos respectivamente.

La viabilidad de las células tras estos tratamientos se determindé sembrando en
placas de YPD por triplicado la dilucion adecuada de los cultivos, de manera que tras la
incubacion a 30°C se obtuviesen entre 100 y 300 colonias. Para expresar el resultado como
porcentaje de viabilidad se tomd como referencia el cultivo en el momento anterior a la
aplicacion del estrés. En aquellos casos en los que se obtuvo un mayor ntimero de
unidades formadoras de colonias tras la aplicacion del estrés se consider6 un 100% de
viabilidad y por eso se muestran los valores correspondientes sin desviacion. Los datos

mostrados son el resultado de al menos tres experimentos independientes.
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Para el estudio de la sensibilidad a estrés oxidativo se sembraron en placas de YPD
por triplicado 107 células procedentes de cultivos en YPD y se coloco en el centro de la
placa un disco de papel de filtro de 5 mm de didmetro y 0.6 mm de grosor impregnado
con 10 puL de H202 9.79 M. Tras 24-48 horas de incubacion a 30°C se formd un césped de
células y en el centro de la placa un halo de inhibiciéon del crecimiento cuyo didmetro
constituye una medida de la sensibilidad de cada cepa a dicho estrés (Stephen, D.W. y
col., 1995). El experimento se realizd utilizando tanto células en fase de crecimiento
exponencial como células en fase de crecimiento estacionaria (cultivos de una noche)
cultivadas en YPD. Se llevaron a cabo al menos tres experimentos independientes para

cada cepa y condicion.

2. Métodos de manipulacién de microorganismos.

2.1. Transformacion de E. coli.

Las transformaciones de E. coli se realizaron segtin el protocolo descrito previamente
(Hanahan, D., 1983). Se parti6 de células competentes obtenidas mediante el método del
RbCl (Sambrook, J. y col., 2001) descongeladas en hielo. Se afnadio6 entre 1 y 20 ng de DNA
en un volumen no superior al 5% (v/v) del volumen de competentes, se mezclo
suavemente y se incub6 durante 30 minutos en hielo. Seguidamente se dio un choque
térmico a 42°C durante 90 segundos y se dejoé de nuevo en hielo 5 minutos. Las células
fueron después recuperadas afiadiendo 4 volimenes de LB e incubando durante 1 hora a

37°C. Finalmente se plaquearon en medio selectivo LBA.

2.2. Transformacion de levadura.

Las distintas cepas de S. cerevisize fueron transformadas siguiendo el protocolo
basado en la incubacion con acetato de litio (Gietz, R.D. y col., 1995). A partir de cultivos
de una noche en YPD las células se diluyeron en este mismo medio de cultivo hasta una
absorbancia a 600 nm de 0.2-0.3. Después de 2.5-3 generaciones se recogieron 10% células
por transformacion y se lavaron una vez con agua destilada estéril y otra vez con LiAc 0.1

M. Seguidamente se resuspendieron en 50 pL de LiAc 0.1 M y se incubaron durante 15
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minutos a 30°C. Después se antadieron 25 uL. de DNA de esperma de salmon disuelto en
TE (Tris HC1 10 mM, EDTA 1 mM pH 8.0) a 2 mg/mL y previamente desnaturalizado y 5-
10 pL con 100-200 ng (plasmido YEp352) o 1-5 ug (moddulos de integracion) de DNA
transformante. A la mezcla se afiadié 300 pL de una solucién de polietilenglicol (peso
molecular medio 3350, 50% (p/v)): LiAc (1 M): H20 en proporciones 24:3:1. El tubo se agitd
de forma vigorosa, se incub6 a 30°C 30 minutos y seguidamente se realizé un choque
térmico a 42°C durante 20 minutos.

En el caso de las transformaciones con plasmidos que complementan auxotrofias de
la cepa, tras el choque térmico la mezcla de transformacion se plaque6 en medio minimo
selectivo. En el caso de las transformaciones en las que la selecciéon se basa en la
resistencia a antibioticos (véase a continuacién), las células fueron recuperadas en medio
YPD liquido durante 2-5 horas en agitacion a 30°C. Después de la recuperacion se realizé

la siembra en placas con antibiotico a las concentraciones indicadas en el apartado 1.2.1.

2.3. Construccion de cepas vinicas auxdtrofas para uracilo.

Las transformaciones integrativas para la eliminacion de secuencias en el genoma se
llevaron a cabo con el sistema descrito por (Guldener, U. y col, 1996). El DNA
transformante se sintetiz6 mediante una reaccion de PCR en la que se utilizé6 como molde
el plasmido pUGS6. Este plasmido contiene el gen kan” de E. coli, que confiere resistencia a
geneticina, flanqueado por secuencias LoxP. Segun se muestra en la Figura M.2, los
cebadores utilizados inicialmente (IURA3 e IURA5) poseen en la zona 3" una secuencia de
18-20 bases homdlogas al plasmido pUG6 (indicada en cursiva en la tabla M2 de
oligonucleotidos) y, en la zona 5, secuencias de 38-40 bases homologas a los extremos de
la secuencia que se desea eliminar, en nuestro caso los extremos de la regién codificante
del gen URA3. Después de la transformacion (apartado 2.2) con el DNA lineal obtenido de
esta manera se produce, por recombinacion homologa, la integracion en el locus deseado
y la sustitucion de la secuencia salvaje por la del gen marcador. El siguiente paso fue la
transformacién de la cepa con el plasmido YEp351-cre-cyh. Este posee como marcador el
gen CYIIR de Candida maltosa, que confiere resistencia a cicloheximida y, ademas, posee la

secuencia codificante para la recombinasa Cre del fago P1 bajo el control del promotor del
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gen GALI. Seguidamente se procedi6 a la induccion de la expresion de la recombinasa
(apartado 1.2.1 de esta seccion) para eliminar el marcador de resistencia a geneticina por
recombinacion de las secuencias LoxP. Tras sucesivas rondas de integracion y eliminacion
hasta interrumpir todas las copias de URA3 presentes en el genoma de las cepas se realizé
un crecimiento de la cepa ura, cyh* durante 2 dias en medio YPD no selectivo con el fin de

conseguir colonias que hubiesen perdido el plasmido YEp352-cre-cyh.

pUG6
IURAS
IURA5B loxP| kan’ [loxP
IURA3
IURA3B
PCR
loxP| kan' T
Transformacid
URA3A1 UR3A1-URA3A4
—
URA3 — 1779 pb
URA3A4
Integracion
URA3A1
— = |10xP| kanr |10xP| e — 2643 pb
URA3A4
Transformacion
r
Recombinacion de
secuencias loxP
mediada por Cre
URA3A1 v
-
loxP — 1136 pb

URA3A4

Figura M.2. Esquema del proceso de interrupcion génica mediante sustitucion por modulo de resistencia a
geneticina y eliminacion del marcador por recombinacion de secuencias LoxP mediada por recombinasa Cre.

(Basada en Guldener (1996)).

Como se muestra en la Figura M.2 todos estos pasos pueden ser seguidos mediante
PCR por amplificacién a partir de los oligos URA3A1 y URA3A4 ya que el tamano de las
bandas obtenidas es de 1779 pb si el gen esta intacto, 2643 pb si posee el marcador kan’

integrado y de 1136 pb después de la recombinacién de las secuencias LoxP. Dado que en
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cada ronda de interrupcion el mdédulo de integracion puede recombinar en locus ya
interrumpidos se tuvo que disenar otra pareja de oligos (IURA3B e IURA5B) con una
secuencia interna respecto a la primera para poder eliminar todas las copias del gen URA3

presentes en el genoma de estas levaduras.

3. Métodos de manipulacidon v andlisis de &cidos nucleicos.

3.1. Aislamiento de DNA y RNA.

3.1.1. DNA plasmidico de E. coli.
Para las preparaciones de DNA plasmidico a pequefia escala se utilizd el sistema
comercial “Perfect prep plasmid mini” (Eppendorff) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

3.1.2. DNA genémico de levadura.

La obtencion de DNA gendmico de levadura para marcaje e hibridacion en las
macromatrices se llevo a cabo a partir de cultivos de 40 mL de YPD crecidos durante una
noche segun el protocolo “Yeast DNA miniprep” (Kaiser, C. y col, 1994). Para la
obtencion de los patrones de restriccion del DNA mitocondrial (Querol, A. y col., 1993) y
seguimiento de las interrupciones de las diferentes copias del gen URA3 se utilizdé un
protocolo similar adaptado a volimenes de cultivo inicial de 2 mL. Se recogieron las
células contenidas en estos 2 mL por centrifugaciéon a 13000 rpm 30 segundos y se
resuspendieron en 500 pL de medio sorbitol 0.9 M, EDTA 0.1 M pH 8.0, conteniendo
Zimoliasa 20T a una concentracion de 0.4 mg/mL. Se incubd a 37°C durante 1 hora para
obtener los protoplastos, que se recogieron centrifugando a 8000 rpm 2 minutos y se
resuspendieron en 500 pL de tampdn Tris-HCI 50 mM, EDTA 20 mM. Seguidamente se
anadieron 50 pL de una disoluciéon de SDS al 10% (p/v) y se incub6 a 65°C 30 minutos
para romper membranas. Tras la incubacion se anadieron 200 pL. de KAc 5 M, se mantuvo
la mezcla en hielo durante 30 minutos y se eliminaron los restos celulares por

centrifugacion a 13000 rpm 10 minutos a 4°C. Con el objetivo de obtener una suspension
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de DNA mas limpia se fenoliz6 el sobrenadante de la centrifugacion anterior con un
volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), se separaron las fases
centrifugando a 10000 rpm 5 minutos a 4°C, se recogio la fase acuosa y se precipitd el
DNA contenido en la misma con 1 volumen de isopropanol. Tras una incubacién de 15
minutos a temperatura ambiente se recogié el DNA por centrifugacion a 13000 rpm 10
minutos, se hizo un lavado con etanol al 70% (v/v) y se seco el pellet en una Speed Vac
(Savant). Por ultimo el DNA se resuspendié en agua milliQ con RNasa 0.5 mg/mL, se

incubd a 37°C 30 minutos y se guardé a -20°C hasta su utilizacion.

3.1.3. DNA de levadura para cariotipos.

Se utilizé un protocolo descrito anteriormente (Carle, G.F. y col., 1985) con algunas
modificaciones. Se recogieron por centrifugacion (3000 rpm, 2 minutos) las células de un
cultivo crecido durante una noche a partir de una colonia en 10 mL de YPD. Se lavaron las
células una vez en EDTA 50 mM, pH 8 y se resuspendieron en una proporciéon de 0.1 g de
células/mL en tampon CPES (tampoén CPE (acido citrico 40 mM, fosfato sédico 120 mM
pH 6 y EDTA 20 mM pH 8) con D-sorbitol 1.2 M y DTT 5 mM) con 1 mg/mL de Zimoliasa
20T. Inmediatamente se afiadié un volumen de tampdén CPE con agarosa de bajo punto de
fusiéon de grado cromosémico (FMC) al 2% (p/v) mantenida a 55°C. Esta mezcla se vertio
en jeringas de insulina, se dejé solidificar y se realizaron discos a partir del bloque de
agarosa de didmetro igual al de la jeringa y de aproximadamente 1 mm de grosor. Los
discos se pasaron a un tubo, se cubrieron con tampdn CPE y se incubaron durante 4 horas
a 30°C. Seguidamente se elimino el tampdn y se incubaron durante al menos 12 horas a
50°C en tampon TESP (TES (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 0.45 M y SDS 1%) con 1 mg/mL
de proteinasa K). Finalmente los bloques se conservaron en EDTA 500 mM a 4°C. Antes
de realizar la electroforesis los bloques se lavaron con tampén TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA

1 mM, pH 8) durante 30 minutos 3 veces a 50°C y 2 veces mas a temperatura ambiente.

3.1.4. Aislamiento de RNA.
Para la extraccion de RNA total de levadura se siguié el protocolo descrito

previamente (Sherman, F. y col.,, 1994) con algunas modificaciones. Se recogieron las
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células mediante centrifugacion, se lavaron una vez con agua destilada estéril y se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido, almacenandose a -80°C hasta su
procesamiento posterior. Las células se descongelaron entonces en hielo y se
resuspendieron en 0.5 mL de tampoén LETS (LiCl 0.1 M, EDTA 0.01 M, Tris 0.01 M, SDS
0.2% (p/v), pH 7.4). Se anadi6 0.5 mL de fenol ajustado a pH 4.3 (Amresco) y 0.5 mL de
perlas de vidrio (425-600 micras de diametro). Las células se rompieron por agitacion en
un aparato Fast-Prep FP120 (Savant Instruments Inc. Farmingdale, NY) durante dos
periodos de 30 segundos (velocidad 5.5), entre los cuales las células se mantuvieron 1
minuto en hielo. Posteriormente, se centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 13000
rpm en una centrifuga refrigerada a 4°C. El sobrenadante se extrajo con una mezcla de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (125:24:1). E1 RNA se precipitd con un volumen de
LiCl 5 M a -80°C durante al menos 3 horas, se recogid por centrifugacion, se lavo con 200
ul de etanol 70% (v/v) y se resuspendié en H>2O milliQ. Se volvid a precipitar el RNA con
acetato sodico a una concentracion final 0.3 M y dos volimenes de etanol. Después de al
menos 2 horas a -80°C se recogid el precipitado por centrifugacion, se lavd con etanol 70%
y se resuspendi6 en agua milliQ.

Para el estudio de la expresion génica por RT-PCR cuantitativa se utilizo el sistema
de extraccion de RNA “Total quick RNA cells and tissues kit” de la casa Talent (Trieste,
Italia) afiadiendo, respecto a las instrucciones de los fabricantes, un paso previo de rotura
de células en Fast Prep (4 pulsos de 30 segundos a velocidad 5.5) utilizando el tampon de
lisis suministrado por el kit.

La concentracion de RNA se valor6é midiendo la absorbancia a 260 nm.

Todo el material utilizado para la obtenciéon de RNA fue autoclavado a 2 atmosferas

y 121°C durante 1 hora para inactivar las RNasas.

3.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y transcripcion reversa (RT).

3.2.1. PCR.
Las reacciones se realizaron en un volumen final de 15-25 pl (PCR analitica) o 100 pl

(PCR preparativa) con 100 ng de DNA molde genémico o 10 ng de DNA plasmidico, 0.5
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uM de cada cebador, 0.2 mM de cada dNTP, MgCl. 3 mM, tampon proporcionado por la
casa comercial y una unidad de DNA polimerasa Biotag (Bioline), aislada de Thermus
aquaticus YT-1. Las condiciones de reaccion fueron: 1 ciclo de 3 minutos a 94°C, 20-40
ciclos compuestos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a la temperatura 6ptima de hibridaciéon
para cada par de oligonucledtidos y un tiempo variable (1 minuto por Kb) a 72°C vy,

finalmente, 1 ciclo de 10 minutos a 72°C.

3.2.2. RT.

Se incubaron 5 (RT-PCR) o 30 (macromatrices) pg de RNA con 1 unidad de DNasa I
(Gibco, Life Technologies) en un volumen de 8.8 uL a 37°C durante 30 minutos. A
continuacion se agregaron 0.8 pL de oligodT (500 ng/ uL), 16 unidades de inhibidor de
ribonucleasas Rnasin (Promega) y 0.8 pL de una mezcla de dNTPs a una concentracién de
10 mM cada uno, y se incubd la mezcla a 72°C durante 10 minutos, tras lo cual se
transfirio el tubo a hielo. Se afiadieron entonces 3.2 uL de tampoén 5x para SuperScript 11
(Invitrogen) y 1.6 uL de DTT 0.1 M. Esta mezcla de incub6 durante 2 minutos a 42°C, y
tras la adicion de 80 unidades de transcriptasa reversa SuperScript II (Invitrogen), durante

1 hora adicional a 42°C. Finalmente se inactivo el enzima incubando a 72°C 10 minutos.

3.2.3. RT-PCR semicuantitativa.

Para la amplificacion del producto de la transcripcion reversa (cDNA) se realizo una
dilucion 1/20 del cDNA obtenido como se describe en el apartado anterior y se utilizaron
5 uL como molde de la PCR. El volumen de reaccion para estos estudios fue de 20 uL y se
utilizaron 20 ciclos de amplificacion para ACT1, YHR087w, HSP26, PDR10, FBA1 y AUSI,
35 ciclos para SNQ2, 40 ciclos para MUP1 y 45 ciclos para ADRI.

3.2.4. RT-PCR cuantitativa.

Los experimentos de expresion génica al inicio de la vinificacion en cepas vinicas
comerciales se llevaron a cabo mediante RT-PCR cuantitativa en un aparato GeneAmp
5700 (Perkin Elmer), utilizando el reactivo SYBR Green (Perkin Elmer). El disefio de

oligonucledtidos, la mezcla de reaccién y las condiciones de amplificacion se llevaron a
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cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Se hizo triplicado de PCR para todas las
muestras. El procesamiento de los datos se llevd a cabo de la manera siguiente: Se realizo6
un patrén con varias de las muestras de cDNA. Se hicieron 4 diluciones seriadas del
patrén de manera que en cada PCR se ponia, junto con las muestras, un triplicado de cada
dilucion con el objetivo de realizar una recta a partir de los Ct resultantes. Al interpolar
las muestras en la recta se obtiene el nivel relativo de cada cDNA en estudio, que fue
normalizado frente al nivel de gen ACT1 de cada muestra obtenido en las mismas

condiciones.

3.3. Otras técnicas de DNA recombinante. Digestiones y ligaciones.

Las digestiones de DNA gendémico o plasmidico con endonucleasas de restriccion se
realizaron siguiendo las recomendaciones del fabricante (Roche).

Las reacciones de ligacion se realizaron siguiendo los protocolos previamente
descritos (Sambrook, J. y col., 2001). Se utilizaron proporciones 1:5 de vector: inserto, la
mezcla de reaccion recomendada por la casa comercial de la DNA ligasa del fago T4

(Roche), y 12 horas aproximadamente de incubacion a 16°C.

3.4. Separacion de acidos nucleicos por electroforesis.

3.4.1. Electroforesis de fragmentos de DNA en geles de agarosa.

La separacion de fragmentos de DNA se realizo en geles de agarosa de
concentracion variable (0.8%-2% (p/v)) segun los tamafios a separar. Los geles se
prepararon en tampén TBE 0.5x (Tris 44.5 mM, acido bdrico 44.5 mM, EDTA 1.25 mM),
que también fue utilizado como tampdn de electroforesis. Para la separacion de bandas
obtenidas tras las digestiones con Hinfl (patréon de restriccion del DNA mitocondrial)
tanto los geles al 1% (p/v) de agarosa como la electroforesis se realizo en tampén TAE 1x
(Tris 40 mM, acido acético glacial 4 M, EDTA 1 mM, pH 8). Las muestras se mezclaron con
tampdn de carga 6X (azul de bromofenol 0.25% (p/v), xilen cianol 0.25% (p/v), glicerol
30% (v/v)) hasta una concentracion final 1X y la electroforesis se realiz6 a voltaje constante

(6-10 V/cm) durante un tiempo variable en funcion de la resolucion requerida.
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3.4.2. Separacion de cromosomas por electroforesis en campo pulsante.

Se prepar6 un gel de agarosa de grado cromosémico (FMC) al 1% (p/v) en tampdn
TBE 0.5x. Los discos de DNA se introdujeron en los pocillos del gel y se sellaron con
agarosa al 1% (p/v) en tampdn TBE 0.5x. La separacion de las muestras se realizo en este
mismo tampoén mediante un equipo CHEF-DRII de Bio-Rad migrando a 6 V/cm durante
22h a 14°C. Durante las primeras 13 horas el campo eléctrico pulsé cada 60 segundos y
durante las ultimas 9 horas cada 90 segundos. Una vez finalizada la electroforesis el gel
fue tefiido con bromuro de etidio (1 mg/L) durante 5 minutos y a continuacion se destifid

en agua destilada durante varias horas.

3.4.3. Electroforesis de RNA en geles de agarosa.

La integridad del RNA obtenido tras las extracciones y la concentracion
determinada por absorbancia a 260 nm, se comprobaron mediante la visualizaciéon de 2-3
ug de RNA total en un gel TAE 1x al 1% de agarosa. Estas electroforesis se llevaron a cabo

durante 10-15 minutos generalmente a 10 V/cm.

3.5. Marcaje radiactivo de DNA y RNA.

3.5.1. Marcaje de fragmentos de DNA.

Para el marcaje de DNA genomico total previo a la hibridacion de las macromatrices
se utilizo la técnica de cebado aleatorio empleando el sistema High Prime (Roche) y
utilizando como nucleotido marcado [a-3P]-dCTP (Amersham). La reaccién se incubo
durante 15-20 minutos a 37°C, y posteriormente se detuvo por adicion de EDTA a una
concentracion final 50 mM, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para confirmar la incorporacion de los nucledtidos radioactivos al DNA gendmico y
eliminar el exceso de nucledtidos libres se pas6é la muestra por columnas MS300
(Amersham) siguiendo las indicaciones descritas por la casa comercial. Seguidamente se
determinaron las desintegraciones por minuto (dpm) y se utilizaron 5-10° dpm por mL de

solucion de hibridacién.
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3.5.2. Marcaje radiactivo de RNA poliadenilado.

El marcaje radiactivo de RNA poliadenilado para la hibridaciéon de las
macromatrices se realiz6 siguiendo el mismo protocolo que se detalld en el apartado 3.2.2.
de esta seccion pero la mezcla de dNTPs contenia una concentracion final 16 mM de cada
uno de los nucleétidos dATP, dTTP, dGTP y 100 uM de dCTP y, en el momento de afiadir
la transcriptasa reversa, se ahadio también 1 uL de [a-**P]-dCTP (Amersham). Después de
la inactivacion del enzima la muestra se pasd por columnas MS300 (Amersham) y se
determinaron las dpm. Para la hibridacion se utilizaron 3-10° dpm por mL de solucién de

hibridacion.

3.6. Hibridacion de acidos nucleicos y autorradiografia.

3.6.1. Hibridacién de macromatrices.

Las membranas se preincubaron a 42°C durante al menos dos horas en solucion de
prehibridacién (SSPE 5x (NaCl 0.9 M, fosfato sédico 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7.7),
Denhardt 5x (BSA 0.1% (p/v), Ficoll 0.1% (p/v), PVP 0.1% (p/v)) y DNA de esperma de
arenque (100 pg/mL)). Esta solucién fue sustituida por solucién de hibridacion (SSPE 5x,
Denhardt 1x, formamida desionizada 50% (v/v), sulfato de dextrano 10% (p/v) y DNA de
esperma de arenque desnaturalizado (100 ng/mL) a la que fue afiadido el cDNA o el DNA
gendmico marcado y previamente desnaturalizado. La hibridacién tuvo lugar a 42°C
durante 16-24 horas, tras lo que se procedidé a la eliminaciéon de radiactividad que no
hibrida especificamente lavando los filtros 1 vez durante 20 minutos a 65°C en SSPE 2x y
dos veces durante 30 minutos y a la misma temperatura en SSPE 0.2x. Finalmente los
filtros se secaron al aire.

Para eliminar la sonda de los filtros, con la finalidad de reutilizarlos, se realizaron
dos lavados con SDS 0,1% (p/v) hirviendo. La eliminacion de la sonda se comprobo

realizando una exposicion de 48 horas.
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3.6.2. Autorradiografia.
La cuantificaciéon de la intensidad en cada punto se llevd a cabo con un sistema de
autorradiografia Phosphorimager FLA3000 (Fujifilm). El andlisis de la imagen se llevé a

cabo con el programa Image Gauge (Fujifilm).

4. Métodos de manipulacion y analisis de proteinas.

4.1. Obtencion de extractos proteicos y cuantificacion de proteinas.

Se recogieron por centrifugacion las células contenidas en 20 mL de los cultivos en el
punto de 6 dias de vinificacién. Los extractos se obtuvieron por rotura de las células con
perlas de vidrio en tampdn de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, NaCl 50 mM,
DTT 1 mM) conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas (“Complete Mini EDTA-
free”, Roche) mediante Fast Prep realizando 2 pulsos de 20 segundos a velocidad 5. El
lisado se centrifugé a 13000 rpm durante 20 minutos a 4°C obteniéndose un sobrenadante
que constituye el extracto proteico. Una parte de dichos extractos fue lavada en Amicon
Ultra (Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante con el fin de eliminar sales que
podrian interferir en la primera dimension de los geles preparativos.

La cuantificacion de los extractos se realizd por el método de Bradford (Bradford,
M.M., 1976) utilizando el reactivo comercializado por Bio-Rad y siguiendo las
instrucciones proporcionadas por esta empresa. Para hacer la recta patron se utilizd una
solucién de seroalbtimina bovina cuantificada por absorbancia a 280 nm (¢!
seroalbumina bovina a 280 nm = 6.6). Para comprobar la correcta cuantificacion de las
proteinas y la calidad e integridad del extracto se cargaron 10 pg de cada muestra en geles
monodimensionales al 12% (p/v) de poliacrilamida utilizando el sistema Mini-Protean y

llevando a cabo una tincién con reactivo de plata (Bio-Rad).

4.2. Geles bidimensionales analiticos.
Se realizaron 3 geles analiticos para cada extracto proteico y se utilizo triplicado de

cada cultivo con lo que finalmente se analizaron 9 geles por cada cepa.
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La electroforesis bidimensional se realizé segiin el método descrito por O’Farrell
(O'Farrell, P.H., 1975), con algunas modificaciones. El isoelectroenfoque se llevd a cabo en
un gradiente de pH inmovilizado (IPG) (Bjellqvist, B. y col., 1993) con un rango de pH 3-
10 no lineal (Immobiline DryStrip, 18cm; Amersham Biosciences) con el sistema IPGphor
(Amersham Biosciences). Los geles fueron rehidratados durante 10 horas a 15°C en
presencia de 70 ug de proteina de cada extracto solubilizada en tampoén de muestra (urea
7 M, tiourea 2 M, CHAPS 2% (p/v), ditioeritrol 10 mM, Pharmalyte pH 3-10 (Amersham
Biosciences) 2% (p/v) y trazas de azul de bromofenol). Para el isoelectroenfoque se utilizd
el siguiente programa: 1 hora a 500 V, 1 hora hasta 2000 V en gradiente y 6 horas 15
minutos a 8000V. Seguidamente se procedio a la reduccion de las proteinas contenidas en
las tiras con ditioeritrol 2% (p/v) 10 minutos y posterior alquilacién de los grupos
reducidos con iodoacetamida 2.5% (p/v) 5 minutos, ambos en tampdn de equilibrado
(urea 6 M, Tris-HC1 50 mM pH 6.5, glicerol 30% (p/v) y SDS 2% (p/v)).

La segunda dimension se llevo a cabo con el sistema Protean II (Bio-Rad) en geles de
poliacrilamida al 10% (p/v) de 1.5 mm de grosor, sin gel concentrador y preparados con
ligeras modificaciones respecto a los de la primera dimensién. Como entrecruzador se
empled piperacina diacrilamida (PDA) ya que con ella se consigue mejor resolucion y
menos bloqueo N-terminal de proteinas (Hochstrasser, D.E. y col., 1988b). Ademas se
anadid tiosulfato sédico a una concentraciéon final de 5 mM para disminuir fondo,
eliminar la tincion negativa y optimizar la reproducibilidad en la tincion de plata
(Hochstrasser, D.F. y col., 1988c; Hochstrasser, D.F. y col., 1988a). Antes de anadir el SDS
y los catalizadores los geles fueron desgasificados en bano de ultrasonido durante 30
minutos. La preparacion de los geles se llevo a cabo un dia antes de su uso para conseguir
una polimerizacidon lo mas completa posible. Las tiras equilibradas se cargaron en la parte
superior de los mismos y se sello el sistema con agarosa al 0.5% (p/v) en tampdén Laemmli
(Tris 0.25 M, Glicina 2 M y SDS 1% (p/v) (Laemmli, U.K., 1970)). Las electroforesis se
llevaron a cabo en tampon Laemmli a 15 mA por gel si se realizaban durante la noche o a
40 mA por gel si se realizaban durante el dia.

Seguidamente se procedio a la fijacion de las proteinas en el gel y a la tinciéon

mediante el método de plata amoniacal. El procedimiento empleado fue el descrito por
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Bjellqvist (1993) con ligeras modificaciones. En primer lugar los geles fueron lavados en
agua MilliQ para eliminar restos de tampodn de electroforesis y después se procedio a su
fijacidon en etanol: 4cido acético: agua (40:10:50) durante 1 hora y en etanol: acido acético:
agua (5:5:90) 2 horas o toda la noche. Los geles se lavaron después 3 veces en acido acético
7.5% (v/v) durante 30 minutos y se incubaron en una soluciéon de glutaraldehido 2.5%
(v/v) otros 30 minutos. El paso siguiente fue un lavado extensivo en agua MilliQ para
proceder a la tincién en solucion de plata amoniacal (amoniaco concentrado 1.33% (v/v),
NaOH 2 N y nitrato de plata 0.8% (p/v)) durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se
volvio a lavar en agua MilliQ varias veces y se reveld con una solucion de acido citrico al
0.01% (p/v) y formaldehido al 0.1% (v/v) hasta que las manchas adquirieron la intensidad
deseada momento en el cual se par6 la reaccion en solucién Tris 5% (p/v) y acido acético

2% (v/v).

4.3. Geles bidimensionales preparativos.

Para la primera dimensién se utiliz6 el mismo sistema que para los geles analiticos
pero la cantidad de proteina fue de 0.5-1 mg. En este caso se hizo una rehidratacion activa
de las tiras a 30V durante 6 horas y a 60V 6 horas mas. El programa de isoelectroenfoque
fue: 2 horas a 500V, 2 horas a 2000V, 2 horas en gradiente hasta 5000V y 14 horas a 8000V.
El equilibrado de las tiras y la segunda dimension se realizé en las mismas condiciones
que para los geles analiticos.

La fijacion y tincion se hizo realizando algunas modificaciones sobre el protocolo
descrito por Mann (Shevchenko, A. y col., 1996), compatible con espectrometria de masas.
Tras la electroforesis, los geles fueron fijados en una solucién de metanol 50% (v/v) y
acido acético 5% (v/v) durante 30 minutos. Después se lavaron con metanol 50% (v/v)
durante 15 minutos y con agua MilliQ durante otros 15 minutos. A continuacion se
incubaron en una solucion de tiosulfato sédico 0.01% (p/v) durante 1 minuto. Después de
lavarlos dos veces con agua MilliQ, los geles fueron incubados a 4°C en una solucién de
nitrato de plata 0.1% (p/v) durante 20 minutos. A continuacidon se lavaron brevemente

con agua y se procedio al revelado con una solucion de carbonato sédico 2% (p/v) en
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formaldehido 0.04% (v/v). La fijacién de la tincion se realiz6 en acido acético 5% (v/v) y

los geles fueron conservados en acido acético 1% (v/v) a 4°C hasta su analisis.

4.4. Analisis de imagen de los geles analiticos

Las imagenes bidimensionales fueron capturadas escaneando los geles analiticos
tefiidos con plata en un densitometro GS-690 (Bio-Rad) y digitalizadas con el programa
Multi-Analyst (Bio-Rad). Las imdgenes obtenidas fueron procesadas utilizando el

programa Melanie 3.0 (Bio-Rad).

4.5. Identificacion de proteinas por espectrometria de masas tipo MALDI-TOF/TOF
(Matriz Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight).

El andlisis de las proteinas por espectrometria de masas fue llevado por el personal
de la Unidad de Proteémica de la Universidad Complutense — Parque cientifico de

Madrid (www.ucm.es/proteomica).

Las manchas se recortaron utilizando puntas de pipeta recortadas. La reduccion,
alquilacién y digestion con tripsina de las proteinas se llevd a cabo segtn el protocolo
descrito por Sechi (1998) con algunas modificaciones. En primer lugar las muestras se
lavaron dos veces con agua MilliQ durante 10 minutos y posteriormente se deshidrataron
3 veces con 20 pl de acetonitrilo. Seguidamente se procedid al secado al vacio de las
muestras en una Speed-Vac (Savant). A continuacion se afiadidé 20 pl de una solucion 10
mM de DTT en bicarbonato amonico 25 mM y se incubaron las muestras a 56°C durante
30 minutos para reducir los puentes disulfuro de las proteinas. Después de lavar los
fragmentos de gel con acetonitrilo se anadieron 20 pl de iodoacetamida 55 mM en
bicarbonato amoénico 25 mM y se incubaron durante 15 minutos en la oscuridad, para
alquilar los grupos previamente reducidos. Después se realizaron dos lavados con
acetonitrilo y bicarbonato amdnico de forma secuencial durante 20 minutos. Entonces, se
retird el sobrenadante y se secaron las muestras en “Speed-Vac”. La digestion proteolitica
se realizé en solucidn de tripsina 12.5 ng/ul en bicarbonato amdnico 25 mM durante toda

la noche (o al menos 6 horas) a 37°C.
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La extraccion de los péptidos se realizo cubriendo el gel con una solucion de
acetonitrilo 50% (v/v) y d&cido trifluoroacético 0.5% (v/v) y sonicando durante 10 minutos.
Esta operacion se repitio tres veces y se recogieron los sobrenadantes de cada extraccion
juntos. Posteriormente se realizaron otras tres extracciones con acetonitrilo de 10 minutos
cada una y también se juntaron con los sobrenadantes anteriores. Finalmente se secaron a
vacio en la “Speed-Vac” y se resuspendieron en 5 ul de una solucién de acetonitrilo 50%
(v/v) y TFA 0.1% (v/v).

Para la identificacion de los péptidos por espectrometria de masas, se dispuso 1 pl
del sobrenadante obtenido por digestion en cada pocillo de una placa de acero inoxidable
recubierta de teflon y se dejo secar formando una pelicula. Después se afiadié en cada
pocillo 0.4 pl de la matriz constituida por acido a-ciano-4-hidroxicindmico 3 mg/mL en
acetonitrilo al 50% (v/v) acidificado con TFA al 0.1% (v/v). Las muestras asi cargadas se
analizaron mediante espectrometria de masas de tipo MALDI-TOF/TOF en un
espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF 4700 Proteomics Analyzer (Applied
Biosystems, Framingham, MA). La adquisicion de los espectros se realizd en modo
reflector. La huella peptidica resultante de las masas de los péptidos experimentales se

compard mediante los programas Mascot (www.matrixscience.com) y ProFound

(prowl.rockefeller.edu).

En los casos en los que la huella peptidica no conducia a una identificacién clara de
la proteina fue necesario el andlisis parcial de la secuencia proteica mediante
fragmentacion de péptidos. Para ello se seleccionaron los precursores adecuados
procedentes de la huella peptidica y la fragmentacion se llevd a cabo utilizando la CID
(Collision-Induced Dissociation). La secuenciacion DeNovo del espectro de fragmentacion
de los péptidos se realizé con el programa DeNovo (Applied Biosystems) y la busqueda

de homologias se hizo mediante Blast.

5. Determinacion de metabolitos.

5.1. Azucares reductores.

El método empleado se basa en un ensayo colorimétrico (Robyt, J.F. y col., 1972)
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Se realizaron diluciones de las soluciones problema de azticares en un volumen final
de 250 pL y se anadieron 250 pL de reactivo DNS (4cido dinitro-3,5-salicilico 1% (p/v),
NaOH 1.6% (p/v), tartrato doble sddico-potasico 30% (p/v)). Se prepararon también varios
tubos conteniendo concentraciones conocidas de glucosa (entre 0 y 2 g/L) para construir
una recta patron. Todas las muestras se hirvieron durante 5 minutos y, tras enfriarse en
hielo, se midi6 la absorbancia a 540 nm de una dilucién 1/6 en agua destilada. La
concentracion de aztcares reductores se calculd interpolando en la recta patréon de

glucosa a partir del valor de absorbancia de cada muestra.

5.2. Etanol.

La determinacion del etanol producido durante la vinificacién se llevo a cabo
también mediante ensayo colorimétrico segun lo descrito previamente (Cornell, N.W. y
col., 1983). Este método se basa en la cuantificacion de la produccion de NADH gracias a
la reaccion de la alcohol deshidrogenasa (ADH) en presencia de NAD* con el etanol que
se pretende valorar. Se afiadieron 100 pL de una diluciéon apropiada en agua destilada de
la muestra a 500 uL de un tampon Tris-Glicina de pH 9.7 (Glicina 0.2 M, Tris 0.3 M).
Seguidamente se adicionaron 20 uL de una disolucion de NAD* 50 mM y por altimo 10
uL de ADH 4 mg/mL. Tras una incubacién de 15 minutos a temperatura ambiente se leyd
la absorbancia a 340 nm lo que supone una medida del NADH producido (eM NADH a
340 nm = 6220). A partir de la estequiometria de la reaccion (en este caso 1:1), es posible

calcular el etanol producido.

5.3. Valoracion de nitrogeno asimilable.

Se utilizé el método del formol (Levy, M., 1933), que es valido para medir
nitrégeno aminico y amodnico, dado que el grupo amino o el amonio se bloquea con
formaldehido. Como la prolina no posee el grupo amino libre no puede ser valorada por
este método y, como no es un compuesto asimilable por la levadura, podemos decir que el
método cuantifica la cantidad de nitrogeno asimilable. Para esta determinacion se
tomaron 10-50 mL del sobrenadante de muestras de vinificacion y se llevaron a pH 8 con

NaOH. Seguidamente se afiadié 2 mL de formaldehido 35% ajustado también a pH 8, se
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agito y, tras esperar 5 minutos, se determiné el volumen de NaOH 50 mM que era
necesario para recuperar el pH 8. Multiplicando los mL de NaOH utilizados en la
valoracion por 50 (concentracion de NaOH utilizada) y dividiendo por el volumen de
muestra (generalmente 10 mL) se obtiene la concentraciéon mM de nitrégeno facilmente

asimilable de la muestra original.

5.4. Determinacion de ergosterol.

Para la determinacidn de ergosterol presente en las células se realiz6 una extraccion
de esteroles basada en ensayos descritos previamente (Quail, M.A. y col.,, 1993) y una
cuantificacion especifica del ergosterol contenido gracias a su espectro tipico de absorcion,
que da 3 picos caracteristicos entre 240 y 300 nm, con una absorbancia maxima a 281.5 nm
(Quail, M.A. y col., 1993). Se recogieron entre 20 y 150 unidades de DOew por
centrifugacion y se resuspendieron en 2.5 mL de metanol con pirogallol al 0.2% (p/v). A
las células resuspendidas en metanol se afiadié 1 mL de una disolucién de KOH al 60%
(p/v) y se procedi6 a una incubacion de 2 horas a 90°C. Después de dejar que los tubos se
enfriasen se extrajeron los esteroles con 3 mL de heptano. La separacion de fases se hizo
por centrifugacion a 500 rpm 5 minutos. Se siguio el espectro de absorcion entre 220 y 300
nm de la muestra sin diluir y se utiliz6 el valor de la absorbancia a 282 nm para el calculo

de la cantidad de ergosterol por unidad de DOew (¢'”

ergosterol a 282 nm = 290). Para
garantizar que no quedaban esteroles sin extraer se repitio el proceso con otros 4 mL de

heptano pero no se observd absorbancia a 282 nm en ninguno de los casos.

6. Tratamiento estadistico, normalizacion v analisis bioinformatico de los datos.

6.1. Analisis discriminante.

Para comprobar la correlacion entre comportamiento fermentativo y capacidad de
resistencia a estrés se recurrié al analisis discriminante lineal (Fisher, R.A., 1936; Gupta,
S.D., 1973; Lachenbruch, P.A. 1975; Lachenbruch, P.A. y col, 1979), realizando los
calculos mediante el programa estadistico SPSS (SPSS Inc. Chicago, Illinois) y utilizdndose

el método de inclusion por pasos. En lineas generales este método se basa en la
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elaboracion de funciones a partir de variables cuantitativas (en nuestro caso viabilidad o
diametro de halo frente a condiciones de estrés), de manera que el valor numérico de esta
funcion para cada cepa permita clasificarla dentro de un grupo (en nuestro caso definido
por el tipo de comportamiento fermentativo). El método de inclusion por pasos permite
que solo se utilicen para elaborar las funciones aquellas variables que posean una
capacidad de discriminacion entre grupos elevada, evitando asi problemas de falsos
positivos cuando se intentan clasificar cepas no incluidas en el analisis. Para determinar la
robustez del método se empled la validacion cruzada que consiste en eliminar una cepa
del andlisis, recalcular las funciones sin tenerla en cuenta, y ver si es clasificada o no
correctamente dentro de su grupo. Este proceso se repite para todas las cepas y al final se
obtiene el porcentaje de cepas que globalmente han sido correcta o incorrectamente
clasificadas mediante validacion cruzada. Si el porcentaje de cepas bien clasificadas se
aleja del esperado considerando una distribucién por azar supondra que existe una

correlacion entre el cardcter de los grupos y las variables analizadas.

6.2. Normalizacion de los datos obtenidos por macromatrices.

A los valores de intensidad obtenidos para cada punto mediante el Image Gauge se les
resto la media de la intensidad de sefial obtenida en los 8 puntos que contienen los controles
negativos (genoma de E. coli). El valor resultante se dividid por la media de la sefial obtenida
en los puntos que contenian DNA gendmico total de S. cerevisiae de manera que se normaliza
la intensidad de sefial en cada hibridacion. Las muestras procedentes de un mismo cultivo a
lo largo de la vinificacion se hibridaron siempre en el mismo chip y después de analizar
todas las muestras se realizd6 una hibridacion con DNA gendmico total de la cepa
correspondiente. El valor normalizado de cada punto en cada muestra de la vinificacion fue
dividido por el valor normalizado de la hibridacion con genémico. Finalmente se realizo la
media entre los dos puntos que hay para cada gen en un mismo filtro. Los resultados de
media y desviacion estandar mostrados se obtuvieron al analizar 4 cultivos diferentes para

cada cepa.
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6.3. ArrayStat para el analisis estadistico de micromatrices de DNA.

La sefal obtenida para cada fluoréforo en cada hibridacion fue normalizada por
Lowess (Cleveland, W.S., 1979). Los resultados de los 5 chips fueron validados
estadisticamente con el programa ArrayStat (Imagin Research Inc., Ontario, Canada) en el
Servicio de Chips de la Universitat de Valencia mediante un test t-student con un nivel de
significatividad de 0.05. El minimo nimero de replicados exigidos para el analisis fue de 4

y se utilizé la condicion de que las muestras eran dependientes.

6.4. Melanie 3.0 para el analisis de geles bidimensionales.

El programa Melanie 3.0 (Biorad) permite la deteccion, cuantificacion del volumen,
superposicion de manchas, analisis estadistico y ediciéon de masas moleculares y puntos
isoeléctricos de cada una de las manchas del gel. Seguidamente se puede obtener un gel
sintético a partir de diferentes geles de una misma cepa con lo que se eliminan las
diferencias en cuanto a intensidad de tincién, pequenas variaciones en cuanto a cantidad
de muestra o defectos en el enfoque de alguno de los geles, entre otros aspectos.
Finalmente se puede comparar el gel sintético obtenido para cada una de las cepas,
detectando asi proteinas que solo aparecen en una u otra cepa y proteinas que muestran
una expresion diferencial en cada una de ellas. Otro tipo de andlisis que permite el
programa y que también se utilizo se basa en agrupar los geles procedentes de cada cepa
en dos clases diferentes y obtener el cociente para cada mancha en estas dos clases (las dos
cepas) validado estadisticamente mediante el andlisis t-student. Para obtener el listado de
manchas que presentan niveles diferentes en ambas cepas so6lo se tuvieron en cuenta
aquellas que aparecian mediante los dos tipos de andlisis. El valor de sobreexpresién que

se muestra es el minimo obtenido en al menos 8 geles.
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CAPITULO 1

Caracterizacion fisiologica de cepas de Saccharomyces sp.: Estudio
de la relacion entre comportamiento fermentativo y resistencia a

estrés.

El objetivo principal de este capitulo es estudiar la correlacion entre resistencia a
estrés y comportamiento fermentativo en una bateria amplia de cepas que permita
comprobar si es posible generalizar lo encontrado previamente en 3 cepas vinicas
comerciales (Ivorra, C. y col, 1999). Ademds de demostrar que la tolerancia a
determinados tipos de estrés es importante para llevar a cabo la vinificacion, también se
pretende encontrar nuevos criterios de seleccion de cepas aplicables en bodega. Parece
que la tendencia actual es utilizar como inoculo levaduras autdctonas de cada region, que
garanticen asi el mantenimiento de los caracteres tipicos de vinos elaborados en diferentes
zonas (Lafon-Lafourcade, S., 1983; Snow, R., 1983), de manera que se preserve la
pluralidad sensorial de esta bebida. Por este motivo hay un creciente interés por parte de
la industria por establecer sistemas de diagnodstico sencillos para que las bodegas puedan
realizar la seleccion entre la microbiota natural presente en sus uvas o en su maquinaria

de transporte, tratamiento y tanques de vinificacion.

RESULTADOS

1. Seleccidn de cepas.

Con el objetivo de encontrar diferentes patrones de fermentacion se seleccionaron

para realizar nuestro analisis tanto cepas comerciales como cepas no comerciales aisladas
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de diferentes origenes y proporcionadas por el Instituto de Fermentaciones Industriales
(IFI). Estas cepas son las que se detallan en la Tabla C1.1 y en ella se incluyen también
datos sobre su origen, la graduacion alcoholica que producen sobre mosto de uva y la
identificacion especifica proporcionada por las casas comerciales o por el IFI. Como se
puede observar en la mayoria de casos se trata de cepas de S. cerevisiae, ya que esta especie
es la que participa en mayor grado en la fase de fermentacion alcohdlica, aunque, como
veremos en el capitulo 2, se ha profundizado en la identificacién de algunas de estas cepas

obteniéndose resultados diferentes en algunos casos.

Tabla C1.1. Analisis de la capacidad de diferentes cepas vinicas de levadura para llevar

a cabo fermentaciones en mosto sintético sin sulfato amonico.

CEPA ESPECIE ORIGEN COMPORTAMIENTO

ICV9 S. cerevisiae Comercial Completa vinificaciéon en 24 dias

IFI 704 S. bayanus Requena (13°) Completa vinificacion en 25 dias

ICV 18 S. cerevisiae Comercial Completa vinificacién en 29 dias

ICV 22 S. cerevisiae bayanus ~ Comercial Completa vinificacién en 29 dias

ICV 48 S. cerevisiae bayanus ~ Comercial Completa vinificacion en 29 dias

IF1 87 S. cerevisiae Montilla (15.7°) Completa vinificacidn en 29 dias

ICV 16 S. cerevisiae Comercial Completa vinificaciéon en 34 dias

ICV 27  S. cerevisiae bayanus  Comercial No completa vinificacion (25-50 g/L)
IF1278 S. ellipsoideus Albarino (9.7°) No completa vinificacion (10-70 g/L)
IFI1 279 S. ellipsoideus Valladolid No completa vinificacion (15-20 g/L)
IF1 240 S. cerevisiae Valladolid (8.3°) No completa vinificacion (75-100 g/L)
IFI1 89 S. cerevisiae Cérdoba (19°)! No completa vinificacion (140-170 g/L)
IFI 367 S. cerevisiae Mentrida (8.7°) No completa vinificacion (135-150 g/L)
IF1391 S. cerevisiae Serrada (7°) No completa vinificacion (140-155 g/L)

'Produccién alcohdlica sobre pulpa de membrillo.

La seleccion de cepas procedentes del IFI se realizo en base al dato de graduacion
alcoholica producida por estas cepas en diferentes sustratos. Como cabia esperar un buen

comportamiento fermentativo en las cepas comercializadas para uso en vinificacion, con
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la finalidad de poder disponer de diferentes tipos de cepas, se seleccionaron las cepas IFI
que producian una baja graduacion alcohdlica, esperando que estas cepas tuviesen
problemas para completar el proceso de fermentacion. Dado que también se iba a estudiar
la resistencia a estrés mostrada por estas cepas se seleccionaron entre las IFI aquellas
cepas que producian un nivel de alcohol por encima de lo normal pensando que en estos
casos podria haber una mayor resistencia, por lo menos, al estrés producido por adicion

de etanol.

2. Andlisis del comportamiento fermentativo.

Se utilizaron en principio condiciones restrictivas de microvinificacion para resaltar
con mayor claridad las diferencias entre cepas. Con este fin se utilizéd un mosto sintético
cuya Unica fuente de nitrégeno procede del extracto de levadura y supone
aproximadamente 74 mg/L de nitrégeno atéomico total de acuerdo con la informacion del
fabricante. Esta cantidad constituye la cuarta parte del nitrégeno asimilable presente, por
ejemplo, en mostos sintéticos quimicamente definidos (Henschke, P.A. y col., 1993; Riou,
C. y col.,, 1997) muy similares en composicién a los mostos naturales o en otros mostos,
también sintéticos, utilizados en otras ocasiones en nuestro laboratorio (Pérez-Torrado, R.
y col,, 2002). Ademads esta cantidad es inferior a los 140 mg/L propuesto por algunos
autores como necesario para asegurar que la fermentacion sea completada (Trioli, G. y
col., 1992).

En la Tabla Cl1.1 se muestran los resultados obtenidos para todas las cepas
consideradas en cuanto a tiempo requerido para completar la vinificaciéon o cantidad de
azucar residual presente. Como vemos (Figura C1.1), el estudio del consumo de glucosa a
lo largo del tiempo permitio la identificacion de tres patrones de fermentacion. En primer
lugar podemos hacer una clasificacion entre cepas capaces e incapaces de completar la
fermentacion. Dicha capacidad se define, como se comentd en la introduccion general,
como la propiedad de dejar una cantidad de aztcares residuales inferior a 5 g/L tras 40
dias desde la inoculacion y en la Figura C1.1 este patrdn es el representado por la cepa
ICV 16. Dentro de la categoria de cepas incapaces de completar la fermentacion se

pudieron establecer dos subgrupos. Asi, se observd que algunas de estas cepas apenas

62



C1. CARACTERIZACION FISIOLOGICA

consumian aztcares (como la IFI 367 de la Figura C1.1), mientras que otras (como la cepa
ICV 27 de la Figura C1.1) si fermentaban al menos la mitad de la glucosa presente pero

llegaba un momento en que dejaban de consumirla.

ICV 16

Consumen menos de

Glucosa (g/L)

de los aztcares. ICV 27

Dias

Figura C1.1. Consumo de glucosa durante una fermentaciéon en mosto sintético sin (NH4)2SO4 (®) o con 300

mg/L de nitrégeno atémico (¥ ). Los experimentos se llevaron a cabo como se describe en Materiales y

Métodos. Se muestra una cepa representativa de cada patron de vinificacion.

Tal y como era de esperar las cepas comerciales pertenecen en su gran mayoria a
patrones capaces de consumir todos los aztuicares del mosto aunque existe una cepa, la
ICV 27, que deja una cantidad de azucar residual de 25-50 g/L en estas condiciones. Entre
las cepas no comerciales procedentes de diferentes origenes se puede encontrar cualquier
patrén de fermentacion.

Se realizaron también algunos experimentos de vinificaciones en mosto sintético con
sulfato amonico para ver si en estas condiciones se mantenian o no los diferentes
patrones. Estos analisis permitieron determinar que las cepas IFI 89, 367 y 391 tampoco
eran capaces de consumir azucares en esta condicidén y que las cepas que completaban la
fermentacion también lo hacian en estas condiciones y en un tiempo menor. Ademas, las
cepas que no completaban la fermentacion pero consumian mas de la mitad de los
azticares en mosto sintético sin sulfato amdnico, aunque al principio tenian un consumo
mas activo de la glucosa, llegaba un momento en que también se paraban y seguian
dejando cierta cantidad de azudcar residual. En la Figura C1.1 se muestran como ejemplos

los patrones encontrados en las cepas ICV 27 e IFI 367. Como veremos en el capitulo 2, en
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experimentos de microvinificacion con algunas de las cepas en mosto sintético completo
muy similar al mosto natural (Riou, C. y col., 1997) se confirma la clasificacion entre cepas
capaces e incapaces de completar la fermentacién. Ademads, como se indicara en el
capitulo 4, microvinificaciones en mosto natural de la variedad Sauvignon también

permiten encontrar las diferencias mostradas por las cepas ICV 16 e ICV 27.

3. Analisis de sensibilidad a estrés oxidativo.

En la Tabla C1.2 se muestran los resultados globales de todos los experimentos de
estrés y la pertenencia de cada cepa a cada grupo en funcién de su comportamiento
durante la microvinificacion en las condiciones de limitacion de nitrégeno. Estos
resultados también se muestran en forma de Figura (Figura C1.2) ya que, aun siendo
redundantes, resultan mucho menos tediosos de observar.

Para estudiar la sensibilidad de las diferentes cepas a estrés oxidativo se opt6 por un
protocolo muy sencillo descrito por Stephen (1995) y que se detalla en la seccion de
Materiales y Métodos.

Como se observa (Figura C1.2, Tabla C1.2), lo primero a destacar es que no existen
grandes diferencias entre las dos condiciones estudiadas, cultivos en fase estacionaria y
cultivos en fase exponencial. En cuanto a la correlacion entre los 3 patrones fermentativos
considerados y la tolerancia a este tipo de estrés si se obtienen resultados interesantes. En
cuanto al grupo 1 (cepas capaces de completar la fermentacion), a excepcion de la cepa IFI
87, todas las demas presentan halos de inhibicion inferiores a 3.1 cm. El problema con IFI
87 fue que ain mostrando en varios experimentos valores similares a los encontrados
dentro de su grupo hubo otros en los que el halo de inhibicién fue mayor, lo que queda
patente en la elevada desviacion estandar. Entre las cepas del grupo 2 encontramos
valores mayoritariamente entre 3.15 y 3.2, siendo un poco mayores en el caso de la cepa
IFI 240. Dentro de este tipo de estrés los valores mas destacables son los encontrados para
las cepas IFI 367 e IFI 391, claramente muy superiores al resto. Entre las cepas de este
grupo encontramos un segundo caso en el que no existe correlacion entre
comportamiento fermentativo y resistencia a estrés y es la cepa IFI 89, que presenta

valores mas similares a los encontrados para las cepas del grupo 2.
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Tabla C1.2. Matriz de datos para el analisis estadistico. Incluye identificacion de cepas, clasificacion segin comportamiento fermentativo y

resistencia a las condiciones de estrés consideradas en el trabajo. Todos los datos son el resultado de al menos tres experimentos independientes.

Oxidativo Oxidativo

Comp. . . . KC10,7 M3 KCl1 M+ Etanol 8% (v/v)5 Etanol 10% (v/v)¢

Cepa Ferment.! (estacionario)? (exponencial)?

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
ICV9 1 2,98 0,07 3,03 0,08 97,59 6,38 20,30 2,48 92,63 12,50 21,41 3,08
ICV 16 1 3,01 0,08 2,88 0,18 100,00 n.d. 40,43 4,37 84,89 7,55 47,22 8,92
ICV 18 1 3,00 0,14 2,96 0,03 100,00 n.d. 33,92 4,67 65,41 6,37 28,98 6,53
ICV 22 1 3,01 0,09 3,01 0,08 85,50 4,04 23,42 4,50 69,56 3,30 37,87 1,9
ICV 48 1 3,07 0,09 3,05 0,13 100,00 n.d. 39,86 2,97 83,42 11,70 53,31 4,64
IFI 87 1 3,21 0,15 3,29 0,14 91,32 8,56 27,63 8,49 77,96 7,51 52,56 14,4
IF1 704 1 3,07 0,08 2,97 0,05 100,00 n.d. 23,86 6,63 81,70 8,50 40,24 2,45
ICV 27 2 3,19 0,08 3,10 0,04 78,85 1,38 12,71 3,46 53,45 6,86 18,17 6,77
IFI 240 2 3,33 0,28 3,26 0,05 94,40 14,26 10,58 4,71 76,48 2,78 12,72 8,91
IFI 278 2 3,16 0,04 3,21 0,06 100,00 n.d. 23,93 3,65 54,31 16,82 31,05 8,83
IF1279 2 3,15 0,18 3,17 0,05 100,00 n.d. 22,62 3,71 72,65 2,37 30,31 9,56
IFI 89 3 3,15 0,12 3,18 0,06 85,21 6,82 10,17 0,97 20,78 12,72 6,78 0,79
IFI 367 3 3,89 0,07 3,36 0,08 10,52 4,36 4,08 0,25 51,78 7,45 19,35 4,07
IFI 391 3 4,13 0,23 3,55 0,09 46,66 7,83 10,52 1,49 60,99 8,75 20,23 4,75

IClasificacion de las cepas en grupos en base a su comportamiento fermentativo. 1: cepas capaces de completar la fermentacion. 2: cepas incapaces de completar el proceso
pero que dejan menos del 50% (p/v) de azticares presentes inicialmente en el mosto. 3: cepas que consumen cantidades muy bajas de azticar.

2Diametro (cm) del halo de inhibicién de crecimiento por H20:, segtin las condiciones descritas en Materiales y Métodos.

SPorcentaje de células viables tras 2 horas de incubaciéon en YPD suplementado con KCI1 0.7 M.

“Porcentaje de células viables tras 1 hora de incubacién en YPD suplementado con KCI 1 M.

SPorcentaje de células viables tras 90 minutos desde la adicién de etanol hasta una concentracién final del 8% (v/v) al cultivo celular.

%Porcentaje de células viables tras 1 hora desde la adicién de etanol hasta una concentracioén final del 10% (v/v) al cultivo celular.

n.d.: no determinado (no se observa pérdida de viabilidad).

65



C1. CARACTERIZACION FISIOLOGICA
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Figura C1.2. Histogramas mostrando la sensibilidad de las diferentes cepas a las condiciones de estrés
consideradas en este trabajo. La resistencia a estrés oxidativo se determina aqui como el didmetro del halo de
inhibicion de crecimiento sobre un césped de células alrededor de un disco impregnado en HxO:. La
resistencia al resto de condiciones de estrés se determiné como la pérdida de viabilidad tras un cierto tiempo

desde la aplicacion del estrés (véase Tabla C1.2. y Materiales y Métodos).

4. Resistencia a estrés osmotico.

Para estudiar las diferencias entre cepas respecto a tolerancia a este tipo de estrés se
utilizé como agente osmoéticamente activo una sal, el cloruro potdsico, a concentraciones
0.7 y 1 M. La forma habitual de comparar y cuantificar el grado de estrés osmdtico que

producen diferentes osmolitos es mediante la actividad de agua en las correspondientes
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disoluciones. Si asumimos una concentracion media en los mostos del 20% (p/v) de aztcar
podemos considerar la condicion de KCl 0.7 M similar en cuanto a estrés osmético a la
situacion al principio de la vinificacién, dados los valores de actividad de agua en ambos
medios (0.977 y 0.98 respectivamente, (Chen, C.S., 1989)). En esta condicion no hay, o
apenas, pérdida de viabilidad para la mayoria de las cepas (Tabla C1.2, Figura C1.2). Los
datos mas llamativos son de nuevo los encontrados para IFI 367 e IFI 391 que vuelven a
mostrar una gran sensibilidad a estrés, que podria guardar una relacién con su
comportamiento fermentativo. En este caso la cepa IFI 87 si muestra un comportamiento
similar al resto de cepas de su grupo y la cepa IFI 89 sigue sin quedar claramente
correlacionada con su comportamiento en fermentacion.

Debido a las escasas diferencias encontradas se decidié probar una condicién mas
fuerte, KCI 1 M, que se corresponde con una actividad de agua de 0.967 (Chen, C.S., 1989),
inferior a la encontrada en los mostos. En este caso observamos importantes pérdidas de
viabilidad respecto a la condicién mas suave pero tampoco se obtiene una correlacion
completa con el comportamiento en fermentacion. Si queda claro que las cepas del grupo
3 son muy sensibles y que la ICV 27 y la IFI 240, pertenecientes al grupo 2, también lo son,

pero entre el resto de cepas no se observan claras diferencias.

5. Resistencia a estrés por etanol.

Por altimo se estudid el comportamiento de las cepas frente a una situacion de
estrés por etanol.

Aqui también se consideraron dos condiciones, una mas suave (etanol 8% (v/v), 90
minutos), donde en general no existen grandes pérdidas de viabilidad, y otra mas severa
(etanol 10% (v/v), 1 hora), para lo cual la mayoria de las cepas presentan niveles de
supervivencia por debajo del 50%. Como se observa (Figura C1.2, Tabla C1.2), estos
resultados nos ayudan a diferenciar muy bien la cepa IFI 89 que era la tinica del tercer
grupo que presentaba niveles de tolerancia para el resto de condiciones de estrés similares
a los encontrados para las cepas del grupo 2. En este caso presenta para las dos
condiciones los porcentajes de viabilidad mas bajos. Este resultado es muy curioso ya que

esta cepa se seleccion6 por producir 19°, aunque hay que recordar que el sustrato era

67



C1. CARACTERIZACION FISIOLOGICA

pulpa de membrillo y las condiciones de crecimiento pueden ser totalmente diferentes. En
este tipo de estrés las cepas IFI 367 e IFI 391 no se diferencian de algunos datos
encontrados para el grupo 2, pero sigue viéndose una clara diferencia con las cepas

capaces de completar la fermentacién.

6. Tratamiento estadistico de los datos.

El andlisis discriminante es una herramienta estadistica que trata de clasificar o
asignar nuevos individuos a grupos previamente establecidos en base a observaciones
multivariantes. En nuestro caso nos servird ademas para determinar si nuestras cepas
pueden ser clasificadas en base a los datos de estrés, lo que indicaria que existe una
correlacién entre la resistencia a las condiciones de estrés consideradas en este trabajo y el
comportamiento fermentativo.

Para realizar el andlisis discriminante en primer lugar hay que proporcionar al
programa estadistico (SPSS en este trabajo) una matriz de datos (Tabla C1.2) donde hay
que especificar para cada cepa el grupo (comportamiento fermentativo) al que pertenece y
el valor de cada una de las variables en estudio (resistencia a cada condicién de estrés).
Asi, el SPSS elabora un nimero de funciones igual al nimero de grupos menos 1, de
forma que cada individuo queda identificado por su valor para cada funcion.

Una cuestion a tener en cuenta en este tipo de analisis es el numero de variables a
utilizar. Se ha observado que cuando se incluyen muchas variables las funciones
discriminantes lineales tienen un gran poder de clasificacion de los individuos incluidos
en el analisis pero que cuando se intentan clasificar nuevos individuos se producen mas
errores que cuando el nimero de variables inicial es menor (McKay, R.J. y col., 1982). Por
ello se optd por utilizar el método de inclusion por pasos, donde las variables son
introducidas una a una en base a su poder discriminante.

Asi, se obtuvieron 2 funciones a partir de las variables oxidativo (cultivo
estacionario) y etanol 8% (v/v), ya que son las que proporcionaron valores mas alejados
entre cepas de cada uno de los tres grupos. Los coeficientes de estas funciones y los
estadisticos que valoran su poder discriminante se muestran en la Tabla C1.3. La Lambda

de Wilks y la Chi-cuadrado se utilizan para contrastar la hipdtesis nula de que ninguna
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funcion es capaz de discriminar los tres grupos. La forma de rechazar esta hipdtesis es a
través del p-valor (Sig., Tabla C1.3), de forma que si adquiere valores por debajo de 0.05
aceptaremos la hipdtesis alternativa, que en este caso es que al menos una discrimina.
Como se puede observar por los p-valores obtenidos en este caso la tnica funcién
significativamente discriminante es la 1 y esto puede visualizarse también en la Figura
C1.3. En este grafico los ejes corresponden al valor de cada una de las dos funciones y las
cepas se representan mediante puntos dentro del espacio discriminante. También se
incluyen los centroides que se calculan como la media de todos los individuos de un
grupo para cada funcion y se podrian considerar el individuo tipo de cada patréon de
fermentacion. Como se puede observar el tnico eje capaz de diferenciar cepas es el
delimitado por la funcién 1. Ademads, como se comentard también mas adelante, la cepa
IFI 279 no se puede clasificar mediante estas funciones dentro del grupo 2 ya que queda
dentro del espacio discriminante delimitado por las cepas del grupo 1. Otro resultado que
queda patente mediante este tipo de gréfico es lo distantes que se encuentran las cepas del

grupo 3, hecho que concuerda muy bien con sus graves defectos en vinificacion.

Tabla C1.3. Coeficientes de las funciones discriminantes y estadisticos definidos por el

programa SPSS.
Coeficientes de las funciones Estadisticos de las funciones
Funcion Oxidativo Lambda Chi- gl (grados
Etanol 8% Constante Sig.!
(estacionario) Wilks cuadrado de libertad)
1 -0,1 5,7 -11,6 0,088 25,6 4 0,000
2 0,043 2,3 -10,3 0,98 0,25 1 0,61
1Significatividad

Por ultimo, en la Tabla C1.4 se muestra en qué grupo es clasificada cada cepa en
base a las funciones discriminantes y con qué probabilidad. Como vemos el 100% de las
cepas son clasificadas correctamente aunque en el caso de las cepas ICV 18 e IFI 279 la
probabilidad es muy baja. Esto se debe a que, para los datos de estrés por etanol al 8%

(v/v) (ver Tabla C1.2), la cepa ICV 18 tiene el valor mas bajo dentro de su grupo y la cepa
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IFI 279 el mas alto. Hay que recordar que para la clasificacion final de las cepas sélo se ha
considerado este estrés y el oxidativo sobre cultivos en fase de crecimiento estacionario.
Una vez obtenidos los resultados el programa permite un contraste del modelo
frente a si mismo mediante lo que se conoce como validacion cruzada, en la que cada
individuo es ignorado momentaneamente para volver a reclasificar al resto. De esta forma
se determina si los individuos son asignados a uno o a otro grupo exclusivamente por
azar o si existe una tendencia de los datos. El resultado de esta operacion se detalla en las
dos ultimas columnas de la Tabla C1.4. Como vemos, en este caso, el 21% de las cepas no
resultan bien clasificadas, lo que significa que las cepas si se distribuyen en los grupos en
base a su resistencia a estrés, ya que en caso de tener una distribucion aleatoria

esperariamos un 66% de error.
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Figura C1.3. Grafico de puntos de grupos combinados de las cepas de levadura consideradas en el trabajo

considerando las dos funciones elaboradas por el SPSS.
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Tabla C1.4. Aplicacion de las funciones discriminantes a la clasificacion de las cepas.

Original Validacién cruzada

Cepa Grupo Grupo Grupo
real ) Probabilidad . Probabilidad

pronosticado pronosticado
ICV9 1 1 0,999 1 1,000
ICV1ie 1 1 0,992 1 0,990
ICV18 1 1 0,501 2(% 0,613
ICv22 1 1 0,726 1 0,683
ICV48 1 1 0,975 1 0,965
IFI 87 1 1 0,624 1 0,562
IFI704 1 1 0,961 1 0,949
ICv27 2 2 0,995 2 0,993
IFI240 2 2 0,813 2 0,718
IFI278 2 2 0,992 2 0,988
IFI279 2 2 0,504 1(% 0,647
IFI 89 3 3 0,999 2(% 1,000
IFI367 3 3 1,000 3 1,000
IFI391 3 3 1,000 3 1,000

(*) Cepa mal clasificada.

DISCUSION

El uso de indculos de levaduras preseleccionadas para la elaboracion del vino ha
llevado al establecimiento de criterios de seleccion de cepas (Degré, R., 1993), entre los que
se mencionan la resistencia a diferentes tipos de estrés. Ademas, en los tltimos afios, se ha
destacado la importancia de disponer de informacion sobre la resistencia a estrés y la
viabilidad de las levaduras durante su uso industrial (Attfield, P.V., 1997; Bauer, F.F. y
col., 2000). Sin embargo, a excepciéon de un trabajo preliminar en nuestro laboratorio
(Ivorra, C. y col,, 1999), no se habia intentado correlacionar la resistencia a estrés con el
comportamiento fermentativo en cepas vinicas.

Por esta razon, en este trabajo se analizé el comportamiento fermentativo en mostos
sintéticos pobres en nitrdgeno de 14 cepas de levadura, 6 comerciales y 8 aisladas de
diferentes origenes, lo que permitié la identificacion de tres patrones de fermentacion:
cepas capaces de completar la fermentacion (grupo 1, Tabla C1.2), cepas que consumen
mas de la mitad de azticares presentes en el mosto inicial pero que dejan mas de 5 g/L tras
40 dias desde la inoculacién (grupo 2, Tabla C1.2) y cepas que no son capaces de consumir

apenas azucares (grupo 3, Tabla C1.2). Como se vera en los siguientes capitulos
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experimentos con algunas de estas cepas en mostos sintéticos no limitantes en nitrogeno y
muy similares en composicion a los mostos naturales, asi como en mosto natural,
mostraron que las cepas incapaces de completar la fermentacion también presentaban
paradas del proceso en estas condiciones, aunque el consumo de azticares siempre era
superior al 50% (p/v).

Para el estudio de la sensibilidad de estas 14 cepas a diferentes estreses relevantes
durante todo el proceso de produccion del vino se emplearon técnicas sencillas con el fin
de que puedan tener aplicacion industrial tanto a nivel de empresas de produccion de
levaduras como a nivel de bodega para seleccion de cepas autoctonas. Se optod pues por el
estudio de los estreses oxidativo, osmotico y por etanol, empleando en todos los casos dos
condiciones, una mds suave y otra mas severa. Los datos encontrados mostraron que en
general las cepas capaces de completar la fermentacion eran mas resistentes a estrés que
las cepas que no la completaban, aunque la falta de una correlacion absoluta en todos los
casos nos llevo a la busqueda de un modelo estadistico que determinase tanto la relacion
concreta como la probabilidad de acierto utilizandola.

Para ello se busco un método de clasificacion que permitiese evaluar la
potencialidad de ese sistema de agrupacion a la aplicacion sobre nuevos individuos. La
clasificaciéon es un problema multivariante que trata de agrupar objetos, sujetos o
entidades de cualquier tipo. Cuando estd basada en un conjunto de variables o
caracteristicas se pueden utilizar técnicas estadisticas que realizan el proceso sistematico y
proporcionan el grado de prediccion y robustez de la clasificacion, entre otros. Existen dos
técnicas (Duda, R.O. y col.,, 1973) para tratar este tipo de problemas y el punto de partida
en ambas es muy diferente. Cuando los grupos son desconocidos a priori y lo que se
pretende es encontrar niveles de homogeneidad o similitud entre el conjunto de datos se
emplea el analisis cluster. Sin embargo, cuando partimos de entidades previamente
clasificadas y deseamos conocer si nuevas observaciones concuerdan con dicha
clasificacion, se emplea el andlisis discriminante.

Finalmente se opto pues por el uso del andlisis discriminante dado que partiamos
del conocimiento del comportamiento fermentativo de las diferentes cepas y queriamos

comprobar si se podia sustituir la determinacion del patrén de fermentacion por otras
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medidas mucho mads sencillas como son la resistencia a algunas condiciones de estrés en
condiciones de laboratorio. Ademas, tal y como se resalta en la introduccion, ha sido un
método utilizado en el andlisis de muestras bioldgicas y de alimentos. Nuestros datos han
indicado una relacién lineal entre el comportamiento fermentativo y dos condiciones de
estrés, el oxidativo sobre células en fase estacionaria y el etanol al 8% (v/v). Es curioso
que, a pesar de nuestras expectativas iniciales, la resistencia a estrés osmético no
constituye una variable discriminante en el andlisis a pesar de su importancia, como ya se
ha comentado, durante el uso industrial de las levaduras. No obstante, es interesante
comentar, como veremos en el capitulo 2, que experimentos llevados a cabo en nuestro
laboratorio sobre respuesta molecular a este tipo de estrés en diferentes cepas de levadura
muestran una induccién importante de genes de respuesta a estrés osmotico en todos los
casos (Pérez-Torrado, R. y col., 2002).

El contraste del modelo mediante validacidon cruzada resulta en un 79% de cepas
correctamente clasificadas lo que dista mucho de la aleatoriedad y confirma la validez del
modelo para su aplicacion a nuevos individuos. De acuerdo con estos resultados es
posible establecer estas dos determinaciones sencillas como paso previo en la seleccion de
cepas vinicas, lo que no evita el estudio posterior de las caracteristicas organolépticas del
producto final ya que en la industria alimentaria es tan importante la optimizacion del
proceso como la garantia de calidad del producto.

Este tipo de andlisis puede ser aplicado también a otros procesos como la
elaboracion del pan y la cerveza eligiendo en cada caso las variables (condiciones de
estrés) que determinen una buena correlacion con el comportamiento en la fermentacion

de las harinas de trigo y los cereales, respectivamente.

73



C2. GENES DE RESPUESTA A ESTRES

CAPITULO 2

Expresion de genes de respuesta a estrés durante la vinificacion.

Como ya comentamos en la introduccidn, todos los estudios sobre la expresion
génica durante la vinificacién han utilizado una tnica cepa bien adaptada al proceso.
Como hemos demostrado en el capitulo 1 nosotros disponemos de una bateria amplia de
cepas vinicas en las que hemos demostrado que existe una correlacion entre la resistencia
a algunas condiciones de estrés y su comportamiento durante la vinificacion. Por este
motivo lo que nos planteamos ahora es hacer un andlisis comparativo de la expresion de
genes de estrés en estas cepas, con el objetivo de encontrar la clave molecular que
explique, al menos en parte, las diferencias en los patrones de vinificacion ya descritos. El
estudio de cepas diferentes e incluso de especies diferentes nos podria hacer dudar de la
validez de la comparacion, es decir, de si las posibles diferencias que encontremos se
deben a caracteristicas genéticas propias de especie o de cepa o si realmente existe una
correlacién entre comportamiento fermentativo y expresion génica. En este sentido existe
un trabajo que parece demostrar que las diferencias en expresion génica en diferentes
aislados naturales tienen una relacidon causal con la variacion fenotipica que mostraban los
mismos (Fay, J. y col., 2004).

Por otra parte y dada la importancia de que las levaduras superen las condiciones de
estrés del inicio de la vinificacion para poder imponerse sobre el resto de las especies
presentes en el mosto, se planted también un andlisis mas detallado de la respuesta a
estrés en este punto inicial del proceso. Esta fase ha sido la menos estudiada ya que de los
trabajos comentados en la introduccion sélo el llevado a cabo en nuestro laboratorio
(Pérez-Torrado, R. y col., 2002) se centra en el estudio de las primeras horas de la

vinificacion. Estos autores detectaron que parece haber una influencia del pH del mosto
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en los niveles de expresion de algunos de los genes estudiados; dado que existe la
posibilidad de corregir la acidez de los mostos en bodega mediante la adicion de tartarico
(Rankine, B., 2000), pensamos que podia ser de interés industrial el estudio de esta
variable. Ademas, algunas evidencias sugieren que pequenas variaciones en el pH del
mosto pueden tener influencia en el comportamiento durante la vinificacion de
determinadas cepas vinicas comerciales (Anne Ortiz Julien, comunicacion personal).
También se pensd que podria ser interesante un andlisis de la influencia de la temperatura
sobre esta fase temprana ya que existe la tendencia cada vez mayor de vinificar a bajas
temperaturas para mejorar el perfil aromatico del producto final. Se sabe que la
temperatura de fermentacion tiene una influencia sobre el crecimiento y la viabilidad de
las levaduras, y sobre la dindmica de las poblaciones presentes en el mosto (Torija, M.]. y
col,, 2001). Ademads es un parametro controlable en bodega y poco estudiado a nivel de
expresion génica. Por este motivo se ha considerado en este trabajo el estudio del efecto
del pH y la temperatura sobre la expresion de algunos genes de respuesta a estrés en un

amplio catdlogo de cepas vinicas comerciales durante el inicio de la vinificacion.

RESULTADOS

1. Estudio de la respuesta a estrés al inicio de la vinificacion. Efecto del pH v la

temperatura.

1.1. Cepas empleadas y comportamiento durante la vinificacion.

Esta parte del trabajo se realizd en colaboracién con la empresa Lallemand Inc.
(Québec, Canada), productora de levaduras vinicas, por lo que las 24 cepas utilizadas son
todas procedentes de esta casa comercial. El listado de todas ellas se encuentra en el
apartado de cepas vinicas comerciales de la seccién de Materiales y Métodos (Tabla M4) y
son aquéllas que aparecen identificadas solo con un numero. Para simplificar tablas y
figuras la identificacion de las cepas serd, a lo lago de este capitulo, con este codigo

numérico.
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En primer lugar se hizo un estudio del comportamiento fermentativo de estas
levaduras en vinificaciones llevadas a cabo a 22°C en mosto sintético MS300 de pH 3.3
(Materiales y Métodos) conteniendo 200 g/L de glucosa, sin ninguna limitaciéon de
nutrientes, y de composicion muy similar al mosto natural. Al tratarse de cepas vinicas
comerciales y mosto completo no observamos grandes diferencias en los patrones de
fermentacion de las 24 cepas (Figura C2.1). Debido a la complejidad de la grafica (por el
gran numero de datos) los valores se muestran sin desviacion, pero corresponden a la
media de 3 cultivos independientes para cada cepa. Lo primero a destacar es que los
experimentos estan hechos en dos tandas de vinificacion diferentes en el tiempo con lo
que existen pequefias diferencias (por ejemplo en la cantidad inicial de aztcar presente en
los mostos). Con linea continua y color negro se muestra la primera tanda (en la que el
mosto contenia 175 g/L de aztcar) y en linea discontinua y en color rojo la segunda tanda
(en la que la concentracion de azucares era de 200 g/L). Esto, junto con otras variaciones
que pueda haber en la concentracion de otros nutrientes o pequenas diferencias, por
ejemplo, en la temperatura de la cdmara de incubacion, hace que veamos que en general
la segunda tanda fue un poco mas lenta con lo que las cepas acabaron la vinificacion en

un tiempo ligeramente superior.

logyg &/L glucosa

0 2 4 6 8 10 12 14
tiempo (dias)

Figura C2.1. Evolucién del consumo de azticares en mosto sintético MS300 en las 24 cepas vinicas comerciales.
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Ante la falta de diferencias significativas entre el comportamiento de estas cepas, se
puede concluir que todas ellas completan la fermentacion, aunque existen diferencias en

el tiempo requerido por cada una (Tabla C2.1).

Tabla C2.1. Dias tras la inoculacién requeridos para completar la fermentacion.

Tiempo  9dias 10 dias 11 dias 12 dias 13 dias 14 dias

Tanda1' 5,7 10,11,12  6,8,13 1,23,49

Tanda 22 14 15,18, 19, 21, 23, 24 17,20 16, 22

Mosto con 175 g/L de azticar inicial.

2Mosto con 200 g/L de aztcar inicial.

1.2. Expresion de genes de estrés al inicio de la vinificacion.

Para realizar este estudio se decidid utilizar dos genes de respuesta especifica a una
condicion de estrés, el gen GPD1 (de respuesta a estrés osmotico) y el gen TRX2 (de
respuesta a estrés oxidativo), y dos genes de respuesta a choque térmico pero que también
participan en la respuesta general a diferentes tipos de estrés, como son HSP104 y SSA3.
En condiciones estandar (pH 3.3, 22°C) se analizaron los niveles de mensajero de los 4
genes. Para el estudio del efecto del pH (pH 3.0, 22°C y pH 3.6, 22°C), se analiz6 la
expresion de GPD1 y TRX2 y para el estudio de la temperatura (15°C, pH 3.3 y 28°C, pH
3.3) los de HSP104 y SSA3. El tiempo seleccionado para la toma de muestra fue 30
minutos tras la inoculacion de las levaduras en el mosto ya que, en trabajos previos con la
cepa vinica comercial T73 (Pérez-Torrado, R. y col., 2002), se ha visto que el aumento de
los niveles de expresion, por ejemplo para GPDI1, comienza ya a detectarse a los 10
minutos desde la inoculacion en el mosto.

En estos estudios la deteccion de los niveles de mensajero se realizé mediante RT-
PCR cuantitativa. Los datos mostrados (Figuras C2.2 y C2.4, Tabla C2.2) representan
valores relativos de cDNA normalizados frente al nivel de cDNA del gen ACTI1, de
manera que valores inferiores a 1 nos indican unos niveles de mensajero del gen
considerado inferiores a los encontrados para el gen de la actina. Lo contrario se concluye

si los niveles son superiores a 1. En estas figuras se distribuyen las cepas en categorias que

77



C2. GENES DE RESPUESTA A ESTRES

corresponden a los niveles de expresion de los genes considerados y se muestran, tanto
con barras como con perfiles, el nimero de cepas contenido dentro de cada categoria. Los
numeros dentro de cada barra corresponden a las cepas que pertenecen a cada categoria
para cada condicion. Los valores mostrados son la media de 3 cultivos independientes y
en la mayoria de los casos mostraron porcentajes de error por debajo del 10-15% (datos no
mostrados).

En condiciones estandar (pH 3.3, 22°C) se observan niveles muy altos, siempre
superiores a ACT1, para el gen GPD1 (Figura C2.2). Este resultado coincide con los
trabajos previos (Pérez-Torrado, R. y col., 2002) y se explica por la elevada concentracién
de aztcares del mosto donde las levaduras son inoculadas. Entre cepas vemos grandes
diferencias, encontrando valores que oscilan entre 5 y 160 veces superiores a los de ACT1.
Para el gen TRX2 vemos valores inferiores a los encontrados para ACT1, con la tnica
excepcion de las cepas 3 y 24, que mostraron valores cercanos a 1.3. Este resultado es el
esperable ya que las células pasan de estar creciendo en un matraz con mas de 3/5 de
volumen de espacio de cabeza y con agitacion de 200 rpm a botellas completamente llenas
y sin agitacion, donde el contacto con oxigeno es mucho menor. Para los genes HSP104 y
SSA3 (Figura C2.4) se obtienen resultados similares a los de TRX2, es decir, niveles
inferiores a ACT1, que llegan a ser incluso mas de 10 veces menores para SSA3, con la
salvedad de las cepas 1, 19 y 23. Estos resultados también son similares a los de trabajos
previos (Pérez-Torrado, R. y col,, 2002) donde se observaban niveles bajos de HSP104
durante las primeras horas de vinificacion.

De acuerdo con estos resultados y, a pesar de las diferencias en los valores
encontrados en las diferentes cepas, si se observa en todas ellas una respuesta clara al
estrés osmotico, lo que queda patente por los elevados niveles de GPD1 que muestran
todas ellas. Los bajos niveles encontrados en el resto de genes pueden estar indicando que
la respuesta al estrés que tiene lugar al inicio de la vinificacion no esta controlada por la

ruta de respuesta general a estrés ni por la ruta de respuesta a estrés oxidativo.
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1.3. Efecto del pH sobre la expresion génica.

Se decidi¢ utilizar para este estudio mostos de pH 3.0, 3.3 y 3.6 porque son valores
dentro de lo que se puede encontrar habitualmente en los mostos naturales. Para ver el
efecto de esta variable se mantuvo en todos los casos la temperatura utilizada en
condiciones estandar (22°C).

Los resultados se detallan en las Figuras C2.2 y C2.3 y en la Tabla C2.2. Analizando
los experimentos realizados a pH 3.0 llama mucho la atencién la acusada disminucién
respecto a condiciones estdindar de los niveles de mensajero de los dos genes
considerados, especialmente de GPD1. Para este gen y esta condicion la mayoria de las
cepas presentan niveles entre 1.5 y 11.2 veces superiores a los de ACT1 y, ademas, hay una
cepa, la 11, que presenta valores por debajo de 1. Analizando los resultados para TRX2 se
obtienen conclusiones similares, es decir, una disminucion de los niveles de mensajero,

que en este caso no superan la mitad de los obtenidos para el gen de la actina.
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Figura C2.2. Efecto del pH en los niveles de mensajeros relativos a ACT1 de los genes GPD1 (izquierda) y
TRX2 (derecha). Las cepas (nimeros contenidos en las barras) se encuentran agrupadas en categorias en
funcién de los rangos de nivel de mensajero que se muestran en el eje X. Con lineas y puntos se muestran los

perfiles del nimero de cepas englobado en cada rango de nivel de expresion para cada condicion de pH.

Los resultados a pH 3.6 no muestran un patrén tan claro para GPD1 como los

encontrados en las otras dos condiciones de pH. En este caso volvemos a encontrar
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valores muy altos que van desde 2.3 hasta 80 veces superiores los encontrados para ACT1,
una situacion muy similar a la que vimos en condiciones estandar. Lo que llama la
atencién es que en este caso existen bastantes cepas que presentan valores bajos de
induccién, perteneciendo la mayoria de las mismas a la categoria de wvalores
comprendidos entre 1y 10 veces el nivel de ACT1. Para TRX2 si se observa que la mayoria
de cepas presentan valores mas altos de mensajero respecto a las otras dos condiciones.
Como hemos visto, para el conjunto de cepas la tendencia general es un nivel
minimo de expresidn para los dos genes a pH 3.0 y un méximo, a pH 3.3 para GPD1, y a
pH 3.6 para TRX2. Para ver si esto también se cumplia analizando los perfiles de

expresion de cada cepa se hizo un analisis claster (www.bioinfo.cnio.es). Estos resultados

se muestran en la Figura C2.3 donde vemos a la izquierda las cepas, a continuacién el

perfil promedio mostrado por estas cepas y por tltimo el nivel maximo de expresion del

promedio.
GPD1 TRX?

3 36 pH 3 36 pH
2,6,7,10, 16,17 41.09 2,6,7,8,9, 14, 16, ,_/ 0.44
18, 19, 20, 21, 22 0.00 17,18, 19, 20, 21, 22 0.00
23.59 0.46

1,11,14 1,10, 12, 13,15
0.00 0.00
$9.36 1.45

3,4,5,9,13, 24 3, 24
0.00 0.00
20,75 0.94

8,12 5,11
o 0.00
5.27 0.24

15, 23 4,23
0.00 0,00

Figura C2.3. Efecto del pH en el perfil de expresion de los genes GPD1 (izquierda) y TRX2 (derecha) en cada

una de las cepas.

Como se observa en esta Figura existen 2 perfiles claros para los dos genes.
Aproximadamente la mitad de las cepas muestran un aumento de la expresion de GPD1 y

TRX2 a medida que aumenta el pH del mosto. La otra mitad de las cepas tiene como
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caracteristica el presentar un maximo de expresion a pH 3.3 aunque hay mayores
diferencias entre los niveles encontrados a 3 y 3.6 unidades de pH, de manera que este
segundo grupo puede ser subdividido en varios clusters. Las diferentes cepas muestran
un perfil general muy similar para los dos genes (con la tnica excepcion de las 8, 9, 10 y
14) lo que probablemente nos estd indicando que ambos genes estdn regulados por
mecanismos similares en respuesta a los cambios del pH del medio.

Evaluando el conjunto de los resultados parece claro que cada cepa muestra niveles
de expresion relativos al gen de la actina muy diferentes para los dos genes y ademas no
existe una correlacion con el patron de fermentacion, hecho esperable dada la pequena
diferencia que mostraban las cepas en este sentido. Lo que si parece claro analizando
tanto la frecuencia de cepas en cada rango de nivel de expresiéon (Figura C2.2), como los
perfiles mayoritarios mostrados por las diferentes cepas (Figura C2.3), es que existe una
influencia del pH sobre los niveles de genes de respuesta a estrés, al menos GPD1 y TRX2.
Esta influencia consiste en unos niveles minimos de ambos mensajeros a pH 3.0. También
apoya esta conclusion el calculo de la mediana considerando los niveles de expresion de
todas las cepas para cada pH (Tabla C2.2). Para las condiciones de pH 3.3 y 3.6 vemos
que, en el caso de GPD1, hay mayores diferencias entre las cepas. En 11 de las 24 cepas
vemos, como para TRX2, mayores niveles a pH 3.6, pero en el resto se observan niveles
superiores a pH 3.3 que a pH 3.6 lo que hace que en el global de datos obtengamos una
mediana ligeramente superior a pH 3.3 que a pH 3.6 (Tabla C2.2). En el caso de TRX2,
aunque la mediana es algo superior a pH 3.6, la mayor diferencia también se encuentra en

el menor nivel encontrado a pH 3.0 respecto a las otras dos condiciones.

1.4. Efecto de la temperatura sobre la expresion génica.

Para el estudio del efecto de la temperatura sobre la expresion génica al inicio de la
vinificacion se analizaron los niveles de mensajero de dos genes de respuesta a estrés
térmico, los genes HSP104 y SSA3 (Figuras C2.4 y C2.5 y Tabla C2.2). Estos genes también
responden a otras condiciones desfavorables para la levadura y, ademads, se ha visto
induccion de HSP104 y SSA4 (perteneciente, al igual que SSA3, a la familia de genes

HSP70) a temperaturas cercanas a las de congelacion (Kandror, O. y col., 2004).
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En este caso los niveles de mensajero obtenidos para los dos genes fueron muy bajos
en las 3 condiciones estudiadas por lo que existe una mayor dispersion de los resultados
de las 3 réplicas de cada cepa. Como se refleja en la Figura C2.4, en condiciones estandar
(22°C), la mayoria de cepas presentan niveles que van de 10 a 100 veces inferiores a los

obtenidos para el gen de la actina en el caso de SSA3 y entre 2 y 100 veces para HSP104.
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Figura C2.4. Efecto de la temperatura en los niveles de mensajeros relativos a ACT1 de los genes HSP104
(izquierda) y SSA3 (derecha). Las cepas (nimeros contenidos en las barras) se encuentran agrupadas en
categorias en funcion de los rangos de nivel de mensajero que se muestran en el eje X. Con lineas y puntos se
muestran los perfiles del nimero de cepas englobado en cada rango de nivel de expresién para cada

condicién de temperatura.

Analizando el efecto de la temperatura no parece haber grandes cambios en la
expresion a 28°C de SSA3 pero si en la de HSP104. Para este tltimo gen se observa que la
mayoria de las cepas poseen valores relativos de expresion muy bajos, perteneciendo casi
todas ellas a la categoria de niveles entre 10 y 100 veces menores a los de ACTI.
Estudiando lo que ocurre a 15°C si se observan cambios en los dos genes; para la mayoria
de las cepas encontramos niveles maximos de expresion tanto de HSP104 como de SSA3.

Ademas, para HSP104, s6lo existe una cepa, la 21, que presenta niveles inferiores a 10

82



C2. GENES DE RESPUESTA A ESTRES

veces los del gen de la actina y hay cuatro cepas, la 4, la 10, la 15, y la 23 que muestran
valores superiores a los de ACT1.

Analizando los perfiles mostrados por las cepas (Figura C2.5) vemos que en este
caso hay una homogeneidad atin mayor en los resultados ya que practicamente todas las
cepas muestran niveles minimos a 28°C y maximos a 15°C. Este resultado parece indicar
que estos dos genes, caracterizados por su induccion frente a temperaturas elevadas,
podrian también responder a temperaturas por debajo de la optima. Esta conclusiéon se
deriva del hecho de que a la temperatura éptima de crecimiento de las levaduras (28-
30°C) todas las cepas presentan niveles minimos para los dos genes, excepto las cepas 21 y
23 (en el caso de HSP104) y 16 y 22 (en el caso de SSA3), aunque en este ultimo caso los
niveles son muy bajos y lo que realmente se observa es que no hay variacion significativa
en todo el rango de temperaturas. Estas conclusiones se ven reforzadas analizando el dato
de las medianas (Tabla C2.2), donde también vemos que los niveles de mensajero son

minimos a 28°C y maximos a 15°C.

HSP104 SSA3
28 15 T*H(°Q) 28 15 T*("C)
12,6,7,8,9,11,14,15 7 0.60  1,2,3,4,7,8,9,10,12, 0,20

16, 17, 18, 19, 20, 22, 24 0.00 13,14,15,17,18, 21, 24

4,5 5,6,19

3,10,12,13 11,20

0.38
21,23 23
0.00

16, 22

-
= ACI]

Figura C2.5. Efecto de la temperatura en el perfil de expresion de los genes HSP104 (izquierda) y SSA3

(derecha) en cada una de las cepas.
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Tabla C2.2. Mediana de los niveles de mensajero relativos a ACT1 de las 24 cepas para

cada gen y condicion.

pH (T 22°C) GPD1  TRX2 T (°C) (pH 3.3) HSP104  SSA3
3 3.7 0.061 28 0.023 0.014

3.3 16 0.19 22 0.12 0.022

3.6 12 0.25 15 0.59 0.11

2. Estudio de la respuesta a estrés durante la vinificacion en cepas con diferente

comportamiento fermentativo.

2.1. Cepas de levadura seleccionadas y comportamiento fermentativo.

Se llevaron a cabo microvinificaciones en mosto sintético MS300 como el descrito
previamente por otros autores (Riou, C. y col., 1997), y como el utilizado en el apartado 1
de este capitulo, pero conteniendo como fuente de carbono una mezcla equimolecular de
glucosa y fructosa. Para estos experimentos se seleccionaron 6 cepas (Tabla C2.3) a partir
de los resultados del capitulo 1 de manera que hubiese 2 cepas de cada grupo segin su
comportamiento fermentativo y que ademas fuesen clasificadas dentro de su grupo con
una elevada probabilidad tanto en la fase de clasificacién como en la de validacién
cruzada (Tabla C1.4). Para estos experimentos las células inoculadas fueron obtenidas por
crecimiento exponencial en MS300 pero conteniendo tan solo un 2% (p/v) de glucosa
como fuente de carbono. Con esta estrategia de inoculacion se pretendia, por una parte
eliminar el efecto del cambio de pH sobre la expresidon génica, y por otra inocular células
en un estado de crecimiento éptimo para que los tinicos efectos al inocularlas en el mosto
fueran el cambio de dilucion, la ausencia de agitacion y la elevada concentracion de
azucares.

Los resultados obtenidos respecto al comportamiento fermentativo de las cepas se
muestran en la Figura C2.6.

De acuerdo con estos resultados podemos clasificar las cepas en dos grupos aunque
el segundo es bastante heterogéneo. El primer grupo lo formarian las cepas ICV 16 e ICV

48, capaces de completar la fermentacion de los azucares presentes en el mosto, y el
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segundo grupo las cepas ICV 27, IFI 278, IFI 367 e IFI 391, que son cepas que dejan una

cierta cantidad de azticar residual.

Tabla C2.3. Cepas seleccionadas a partir del capitulo 1 e identificacion de las mismas.

Identificacion Identificacion Grupo segiin comportamiento
Cepa (comercial o IFI) (este trabajo) fermentativo (detallado en capitulo 1)
ICV 48 S. cerevisiae S. cerevisiae Grupo 1 (Completa)
ICV 16 S. cerevisiae S. cerevisiae “
ICV 27 S. cerevisiae bayanus  S. cerevisiae Grupo 2 (Parada final)
IFI 278 S. ellipsoideus S. cerevisiae “
IFI 367 S. uvarum S. bayanus Grupo 3 (Parada inicial)
IFI 391 S. uvarum S. bayanus “

Las cepas ICV 16 e ICV 48 alcanzan los mayores valores de DOso entre los 10 y los
15 dias respectivamente aunque la viabilidad permanece constante desde los 5 6 6 dias. El
consumo de nitrégeno se encuentra muy acelerado durante los primeros 5 dias pero
transcurrido este tiempo disminuye significativamente y no llega a agotarse el nitrogeno
asimilable durante la vinificacion.

En cuanto al segundo grupo la cepa ICV 27 muestra un patron similar al grupo 1 en
cuanto a crecimiento y consumo de nitréogeno aunque deja entre 15 y 30 g/L de aztcar
residual.

El caso de la cepa IFI 278 es muy peculiar ya que alcanza los valores mas altos tanto
de DOsw como de viabilidad y a tiempos menores que el resto de las cepas. En
concordancia con estos datos de crecimiento, encontramos muy acelerados en esta cepa el
consumo tanto de nitréogeno como de azticar en los primeros tiempos (hasta los 2 dias en
el caso del nitrogeno y hasta los 10 dias en el caso de los aztcares). Ambos consumos son
practicamente nulos a partir de 15 dias, cuando no hay apenas células viables en el medio
de cultivo.

La cepa IFI 367 muestra los mayores problemas de fermentacion ya que deja una

importante cantidad de azucar residual (alrededor de 50 g/L). Estos resultados estan en
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consonancia con el crecimiento extremadamente bajo (tanto en cuanto a DOsw como a

viabilidad) encontrado para esta cepa.
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Figura C2.6. Consumo de aztcares (panel A), DOeswo (panel B), viabilidad (panel C) y consumo de nitréogeno

(panel D) en 6 cepas vinicas en mosto sintético completo MS300.
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Por ultimo la cepa IFI 391 también muestra un patrén particular. Esta cepa no
completa la vinificacion y deja una cantidad de aztcar residual similar a las cepas ICV 27
e IFI 278. Su consumo de nitrégeno es cercano al mostrado por la cepa IFI 367 y presenta
una baja viabilidad, aunque mayor que la de cepa IFI 367.

Comparando estos resultados con los obtenidos en el capitulo 1 (Tabla C1.1) vemos
que se mantiene la diferencia entre cepas que completan y cepas que no completan la
fermentacion, pero dentro de este ultimo grupo no existe ninguna cepa que muestre una

vinificacion parada desde el principio.

2.2. Seleccion de tiempos y genes para el analisis de la expresion génica.

Se tomaron muestras a lo largo de estas vinificaciones para determinar la expresion
de genes relacionados con estrés y observar si existian variaciones entre cepas con
diferente patréon en fermentacion. Los tiempos (horas o dias desde inoculacion)
seleccionados fueron: 1 hora (0.04 dias, las células tienen que hacer frente al estrés
hiperosmotico), 6 horas (0.25 dias, las células empiezan a entrar en fase exponencial), 2
dias (células en fase exponencial, 16-19% (p/v) - dependiendo de la cepa - de azucar), 6
dias (la mayoria de cepas entran en fase estacionaria, 8.5-13% (p/v) de azucar) y 10 dias
(casi todas las cepas han pasado por el maximo de DOso, en algunas comienza el descenso
en viabilidad, al menos la mitad de los azticares han sido consumidos y debe haberse
producido un 6-8% (v/v) de etanol). Asi se cubre la primera mitad de la vinificacién que es
donde tanto el consumo como el crecimiento se encuentran mas acelerados y donde
encontramos mayores diferencias entre los comportamientos mostrados por las 6 cepas.

Dado que, como se demostro en el capitulo 1, existe una relacion entre la resistencia
a estrés y la habilidad para completar la fermentacion se decidié estudiar la expresion de
genes que se inducen en respuesta a condiciones desfavorables. Los genes fueron
seleccionados porque, o bien se conoce su participacion en la respuesta a estrés (revisados,
por ejemplo, en (Estruch, F., 2000; Hohmann, S. y col., 2003)), o porque se ha visto su
induccién en respuesta a diversas condiciones de estrés en estudios de expresion global

(Alexandre, H. y col., 2001; Causton, H.C. y col., 2001; Gasch, A.P. y col., 2000).
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La lista de genes se muestra en la Tabla C2.4. Como se observa se incluyen genes
relacionados con la respuesta a diferentes condiciones de estrés y genes relacionados
principalmente con la respuesta a formas particulares de estrés como osmotico, oxidativo
y ayuno de nutrientes. Ademas se han incluido genes implicados en degradacion proteica,
metabolismo de glucogeno y trehalosa y otros procesos, ya que en todos los casos se ha
visto que muestran variaciones en el patron de expresion en respuesta a una o varias
condiciones de estrés (Alexandre, H. y col., 2001; Causton, H.C. y col., 2001; Gasch, A.P. y
col., 2000). La tinica excepcidn en este sentido es el gen que codifica ACT1 cuya expresion
es bastante constitutiva durante la vinificacion (Riou, C. y col.,, 1997) y se utiliza como
control. Para abordar el estudio de todos estos genes se encargd la elaboracion de una
matriz con sondas para todos ellos al Servicio de Chips de DNA de la Universitat de

Valencia (http://scsie.uv.es/scsie-docs/matricesdna/matricesdna.html), segun lo descrito

en la seccion de Materiales y Métodos.

Tabla C2.4. Genes incluidos en el filtro.

Genes Genes de Genes de Genes de respuesta  Genes de Genes de Genes de

codificantes respuestaa  respuestaa  aayuno de metabolismo  metabolismo degradacion  Otros

de HSPs osmotico oxidativo nutrientes de glucogeno  de trehalosa proteica
HSP82 GPD1 GRE2 SPI1 GSY2 NTH1 UBI 4 ACH1
HSP26 GLO1 DDR48 YVH1 GPH1 ATH1 UBC5 CWP1
HSP104 HOR7 CuPr1 COX6 TPS2 ALD3
SSA3 TRX2 XBP1 YAK1
SSA4 GSH1 YGP1 CTT1
STI1 CAR1 ACT1

Para la discusion de los resultados se han seleccionado

algunos genes

representativos de cada grupo. Para el resto se observan valores relativos de mRNA muy
bajos o desviacion estandar muy elevada, por lo que no se consideraron. Los genes
seleccionados se muestran en la Tabla C2.5 que incluye informacion sobre induccién en

diferentes condiciones de estrés y las principales referencias bibliograficas sobre la misma.
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Tabla C2.5. Relacidon de genes utilizados para la discusion de resultados. En la primera

columna se indica el tipo de estrés o el proceso con el que fueron inicialmente relacionados.

Choque Ayuno de Fase

L Etanol Oxidativo Osmotico . . . Referencias
téermico nutrientes  estacionaria
HSP26 X . X ® . . . 1,2,3,4
&  HsPs2 X+ . X L3545
o T
5 = SSA3 X . . . . 1,3,4,6,7
= 3
g _u'; SSA4 X . . . . . 1,3,4,6
v
o 8 STI1 X . . . 4,3,8
« GPD1 . . . X ® . 1,4,3,9
2 S
v » .Y
a ‘g ° GLO1 . . . X ® . . 1,4,3,10
n @ g
v Y G
M « O HOR7 . . . X ® . 1,3,11
s ° GRE2 . . X . . . 1,4,3,12
] >
v D
a YR Cur1 X . . 3,13
]
v o Y
M « O TRX2 . X . 3,14
« SPI1 . . . . X ® . 1,4,3,15
S w
@ 3 % COX6 . X . 3,16
2 O W
& § ‘B YGP1 . . . . X . 1,4,3,17
v 5B
B e = CAR1 . X 3,18
o ©
g 5 o GSY2 *x . *x X *x . 1,4,3,19,20,21
L @
R
22 =
- bn Y
Qo B ATH1 . . . . . . 1,4,3,19
S
Otros ACT1

* Condiciones de estrés en las que se ha visto induccién del gen en trabajos de expresion global.

x Condiciones de estrés en las que se ha visto induccién del gen en trabajos de expresion no global.

1. (Alexandre, H. y col., 2001), 2. (Amords, M. y col., 2001), 3. (Gasch, A.P. y col., 2000), 4. (Causton, H.C. y col.,
2001), 5. (Borkovich, K.A. y col., 1989), 6. (Werner-Washburne, M. y col., 1989), 7. (Boorstein, W.R. y col., 1990),
8. (Nicolet, CM. y col., 1989), 9. (Albertyn, J. y col., 1994), 10. (Inoue, Y. y col., 1998), 11. (Hirayama, T. y col.,
1995), 12. (Garay-Arroyo, A. y col., 1999), 13. (Liu, X.D. y col., 1996), 14. (Kuge, S. y col., 1994), 15. (Puig, S. y
col., 2000b), 16. (Wright, R M. y col., 1989), 17. (Destruelle, M. y col., 1994), 18. (Dubois, E. y col., 1997), 19.
(Frangois, J. y col., 2001), 20. (Ni, H.T. y col., 1995), 21. (Parrou, J.L. y col., 1997)

2.3. Expresion de genes que codifican proteinas de choque térmico.
En la Figura C2.7 se muestran los resultados obtenidos para los genes seleccionados

en este analisis: HSP26, HSP82, SSA3, SSA4, y STI1.
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Figura C2.7. Expresion durante la primera mitad de la vinificacion de algunos genes que codifican Hsps. Los

datos muestran niveles de mRNA relativos a DNA gendmico.
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El gen HSP26 codifica una proteina citoplasmatica implicada en plegamiento de
proteinas (Morimoto, R.I. y col., 1994). Su expresion esta regulada en condiciones de estrés
por los factores de transcripcion Msn2/4p, Hsflp, y Gislp, mostrando peculiaridades en
funcion de la condicion particular que activa la respuesta (Amoros, M. y col., 2001). En
todas las cepas consideradas en este trabajo los menores niveles de mRNA se encuentran
a 6 horas tras la inoculacion y se detecta un importante aumento ya a los 2 dias. En
muchos casos este incremento contintia a tiempos posteriores y los maximos niveles se
detectan a los 10 dias, cuando el cultivo se encuentra en fase estacionaria y se ha
producido una mayor cantidad de etanol. En cuanto a diferencias entre cepas, se observa
que los niveles mas altos los presenta la cepa IFI 391 sobre todo a 6 y 10 dias. Esta cepa
también destaca porque, aunque muestra los niveles mas elevados a 6 horas, tiene el nivel
mas bajo a 1h. Ademads, asi como el resto de cepas muestran un primer aumento en los
niveles a los 2 dias y otro entre los 6 y los 10 dias, el segundo aumento en la cepa IFI 391
tiene lugar entre los 2 y los 6 dias, momento en el cual las células todavia estan creciendo
y consumiendo tanto azticares como nitrégeno.

El gen HSPS2 codifica la carabina molecular Hsp90p, una ATPasa localizada en la
membrana plasmatica. Con respecto a este gen encontramos niveles de mRNA parecidos
a 1y 6 horas excepto en el caso de la cepa IFI 367, para la que se observa un acusado
descenso. Al igual que para el gen HSP26 los mayores niveles se detectan a 10 dias y la
cepa IFI 391 muestra los valores mas altos excepto a 1 hora.

Los genes HSP70 en levadura constituyen una familia multigénica en la cual al
menos cinco de sus nueve miembros son inducibles por choque térmico. Ademas los
niveles de mensajero en algunos de ellos también varian en otras condiciones (Werner-
Washburne, M. y col.,, 1989). Nosotros estudiamos aqui dos de los genes de la familia,
SSA3 y SSA4, cuyos productos son proteinas citoplasmaticas implicadas en plegamiento y
respuesta a estrés. Ambos genes muestran perfiles de expresion bastante similares en las
cepas consideradas. Como se observa principalmente en SSA3 existen claras diferencias
entre los dos grupos de cepas. Las cepas que completan la fermentacion muestran valores
mas bajos a 1 hora y los niveles de mRNA se mantienen relativamente constantes

exceptuando el aumento a los 10 dias observado para la cepa ICV 16. En las cepas del otro
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grupo se observan niveles altos a 1 hora y solo la cepa IFI 391 tiene niveles mas o menos
mantenidos para SSA3 aunque no para SSA4.

El gen STI1 codifica una Hsp citoplasmatica implicada en plegamiento e inducida de
forma bastante especifica por choque térmico, de forma dependiente de Hsflp (Nicolet,
C.M. y col., 1989). Los niveles mds bajos se encuentran a 6 horas, 2 y 6 dias para todas las
cepas excepto la IFI 391, que presenta el aumento de expresion ya a los 6 dias en lugar de
a los 10 dias como ocurre en el resto de las cepas. En este caso vuelven a destacar niveles

altos en todos los puntos para la cepa IFI 391 y a 1h para la cepa IFI 367.

2.4. Expresion de genes que responden a estrés osmotico.

En este estudio se han seleccionado como genes de respuesta a estrés osmotico
GPD1 y GLO1 (relacionados con el metabolismo del glicerol) y HOR7 (de funcion
molecular desconocida). Los resultados obtenidos para estos tres genes se detallan en la
Figura C2.8.

En estos experimentos, los niveles maximos de GPDI1 los encontramos en la
mayoria de las cepas a 1 hora tras el choque osmético, lo que estd de acuerdo con datos
previos obtenidos en nuestro laboratorio (Pérez-Torrado, R. y col., 2002). Para las cepas
ICV 16, ICV 48, ICV 27 e IFI 278 los niveles decrecen significativamente a 6 horas, lo que
indica que la produccion de glicerol ha sido capaz de contrarrestar el estrés osmotico. Sin
embargo, este no es el caso para la cepa IFI 367, que no muestra apenas variacion durante
los primeros dias, y la IFI 391, para la que los niveles son incluso mayores a 6 horas que a
1 hora y, ademads, no cambian significativamente en los tiempos incluidos en este estudio.
La incapacidad de responder de forma adecuada al estrés osmotico del inicio de la
vinificacion junto con la limitacion de nitrégeno probablemente explica los graves
problemas de fermentacion mostrados por estas cepas que se detallaron en el capitulo 1.

Resultados similares se obtienen para los otros dos genes inducidos por estrés
osmotico: HOR7 y GLO1, aunque en estos casos no existen grandes diferencias entre las
cepas. HOR7 codifica una proteina de funcion desconocida localizada en la fracciéon
membranosa y GLOI1 codifica la lactoil glutation ligasa. Para estos dos genes las

diferencias entre 1 y 6 horas y el incremento en los niveles de mRNA a 10 dias son mas
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pronunciados para todas las cepas. En el caso de HOR7 de nuevo la cepa IFI 367 muestra
los niveles mas altos a 1 hora. Para el resto de cepas los niveles mas elevados se

encuentran a 2, 6 y 10 dias.
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Figura C2.8. Expresion durante la primera mitad de la vinificaciéon de algunos genes que responden a estrés

osmotico. Los datos muestran niveles de mRNA relativos a DNA genémico.

2.5. Expresion de genes que responden a estrés oxidativo.
El estrés oxidativo no debe ser muy relevante durante la fermentacién vinica,

especialmente durante la primera mitad del proceso, ya que en esta fase las células llevan
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a cabo un metabolismo fermentativo. Sin embargo, la respuesta a este tipo de estrés es
importante durante la produccion industrial de levaduras (Pérez-Torrado, R., Tesis
Doctoral) y puede serlo también durante el envejecimiento bioldgico. Dentro de los genes
inducidos por este tipo de estrés nosotros hemos seleccionado para nuestro estudio TRX2,

GRE2 y CUP1 (Figura C2.9).
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Figura C2.9. Expresiéon durante la primera mitad de la vinificaciéon de algunos genes que responden a estrés

oxidativo. Los datos muestran niveles de mRNA relativos a DNA gendmico.

TRX2 codifica la proteina tiorredoxina y es probablemente el gen mas representativo

inducido por estrés oxidativo. Los niveles de mRNA relativos a genomico obtenidos en
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nuestro estudio son bastante bajos en todos los tiempos considerados en este trabajo y
probablemente el tnico resultado interesante sean los extremadamente bajos niveles
mostrados por la cepa IFI 278, particularmente a 6 horas. Para el resto de cepas los niveles
se mantienen bastante constantes durante todo el periodo estudiado.

GRE2 codifica una proteina similar a la dihidroflavonol-4-reductasa de plantas,
aunque su funcion y localizacion son desconocidas. El patréon de expresion de este gen a
lo largo de la vinificacion no dista mucho del encontrado para los genes de respuesta a
estrés osmotico, observandose niveles de mRNA relativos a gendmico bastante altos
especialmente a 1 hora. Posteriormente los niveles se mantienen bajos hasta los 6 dias,
momento a partir del cual se observa un incremento. Este comportamiento es seguido por
todas las cepas con excepcion de IFI 367 e IFI 391 en las que el descenso a 6 horas es
menor y los niveles se mantienen durante todos los tiempos considerados, especialmente
en el caso de la cepa IFI 391, resultado bastante similar al encontrado para GPD1.

El gen CUP1 codifica una metalotioneina que presenta, en general, niveles mas bajos
a1y 6 horas y mas altos a 6 y 10 dias. Como aspectos peculiares de cepa cabe destacar que
en IFI 367 los valores mas elevados se dan a 6 horas, y para IFI 391 el maximo aparece a
los 6 dias aunque los niveles son bastante similares a los 2 y 10 dias. El otro dato

interesante son los bajos niveles encontrados en todos los tiempos en la cepa IFI 278.

2.6. Expresion de genes que responden a ayuno de nutrientes y entrada en fase
estacionaria.

Bastantes genes de levadura se inducen por ayuno de aztcar o nutrientes y por
entrada en fase estacionaria (Gasch, A.P. y col., 2000). La entrada de las células en esta fase
durante la vinificacion no esta del todo clara. De hecho, en las vinificaciones llevadas a
cabo para este trabajo, esta entrada se produce cuando hay todavia aztcar y nitrogeno
disponible por lo que probablemente es la produccion de etanol y su efecto sobre la
asimilaciéon de compuestos de nitrogeno (Alexandre y col., 1994) y de glucosa (Jackson,
1994) lo que esté produciendo el cese de division celular. En este trabajo hemos
considerado los genes SPI1, COX6, YGP1 y CAR1 como indicativos de la respuesta a esta

condicion de estrés (Figura C2.10).
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Figura C2.10. Expresion durante la primera mitad de la vinificacién de algunos genes inducidos por ayuno de

nutrientes y fase estacionaria. Los datos muestran niveles de mRNA relativos a DNA genémico.

SPI1 codifica una proteina de pared de funciéon desconocida. En mutantes con

diferentes defectos en la construccidon de pared se ha visto induccién del gen y ademas se

han encontrado en su promotor motivos de unién de factores de transcripcion como
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Msn2/4p, Hsflp y RImlp (Lagorce, A. y col., 2003). El patron de expresion para este gen
durante la vinificacion es bastante similar en todas las cepas consideradas: niveles
minimos de mRNA a 6 horas y maximos a 6 dias. Las cepas ICV 16 e IFI 391 muestran los
niveles mas altos en casi todos los tiempos considerados. La cepa IFI 278 presenta niveles
muy bajos a 6 horas. Para todas las cepas (excepto IFI 367 e IFI 391) los niveles de mRNA
son menores a 10 que a 6 dias.

COX6 es un gen nuclear que codifica una subunidad de la citocromo oxidasa
mitocondrial. Para este gen se observan los niveles mas altos a 10 dias, aunque en las
cepas IFI 278 e IFI 391 no hay muchas diferencias con el nivel encontrado a 6 dias. En la
cepa IFI 367 no se encuentran cambios significativos a lo largo de todo el periodo
considerado. El nivel mds bajo lo presentan todas las cepas a 6 horas y la cepa IFI 278
muestra los niveles mas bajos al menos hasta los 2 dias.

Para el gen YGP1 se observaron en general valores minimos a 6 horas y maximos a 6
y 10 dias y la cepa IFI 367 volvid a mostrar un patrén tinico ya que es la cepa que posee el
nivel minimo a 1 hora.

CAR1 codifica el enzima arginasa cuya actividad estd regulada por represion
catabolica de nitrogeno y por mecanismos post-transcripcionales (Messenguy, F. y col.,
1983). Aunque bajo condiciones limitantes de nitrogeno la actividad arginasa se encuentra
inducida (Whitney, P.A. y col., 1973), la expresion del gen no parece verse afectada por
condiciones de estrés (Gasch, A.P. y col., 2000). Sin embargo, recientes estudios en nuestro
laboratorio han indicado cambios en los niveles de mRNA durante la vinificacion no
relacionados estrictamente con deficiencias de nitrégeno (Carrasco, P. y col., 2003). Para la
mayoria de cepas los niveles de mRNA de CARI son bastante constantes durante los
tiempos estudiados excepto a 6 horas, para este tiempo los niveles fueron menores en las
cepas ICV 16, ICV 48, ICV 27 e IFI 278. Este resultado concuerda con el obtenido para
vinificaciones llevadas a cabo en nuestro laboratorio con la cepa comercial T73 (Carrasco,
P.y col.,, 2003). En la cepa IFI 391 encontramos niveles de mRNA similares a 1 y 6 horas y
en la cepa IFI 367 un descenso entre estos dos tiempos. Ademas, en el caso de estas dos

cepas es importante resaltar los elevados niveles encontrados respecto a los que presentan
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las demds. Debemos sefialar por ultimo los bajos niveles de la cepa ICV 27

particularmente a 6 dias.

2.7. Otros genes inducidos por estrés implicados en procesos celulares.

Existen muchos genes implicados en la respuesta a estrés que participan en procesos
relacionados con mecanismos de proteccion frente a estrés (acetato, acetaldehido,
metabolismo del glucégeno y trehalosa, degradacion proteica, mecanismos de
transduccion de sefial...). Entre todos ellos nosotros hemos seleccionado GSY2 y ATH1
para un estudio mds profundo (Figura C2.11).

El almacenamiento de glucosa en forma de glucégeno es critico para la
supervivencia celular en situaciones de ayuno. Ademas se sabe que el glucdégeno juega un
papel importante en la respuesta a una amplia variedad de condiciones de estrés
medioambientales (Frangois, J. y col., 2001). Los genes que codifican enzimas que
promueven su almacenamiento o movilizacion se encuentran coinducidos en la ESR
(Gasch, A.P. y col., 2000). El gen GSY2 codifica la forma predominante de la glucégeno
sintasa y en conjunto muestra un incremento en sus niveles a medida que la fermentacién
progresa. Los niveles mas altos los presenta la cepa ICV 16 durante las primeras horas y la
cepa IFI 391 a los 6 dias. Para este gen vuelven a destacar los bajos valores presentados
por la cepa IFI 278 especialmente a 1 hora, 2 y 6 dias.

Es bien conocido por otro lado que la trehalosa participa en la respuesta a estrés
particularmente en condiciones de elevada osmolaridad, choque térmico y estrés
oxidativo (Frangois, J. y col,, 2001) de forma que se ha visto induccién de genes que
afectan a su sintesis y degradacidon en respuesta a multiples condiciones de estrés como
parte de la ESR (Gasch, A.P. y col.,, 2000). ATH1 codifica la trehalasa acida, proteina
localizada en la vacuola implicada en la movilizacion de este disacarido (Destruelle, M. y
col., 1995). Para este gen las diferencias entre cepas son importantes pero los datos mas
significativos son los elevados niveles mostrados por las cepas IFI 367 e IFI 391 vy,
especialmente en la cepa IFI 391, la constancia en los niveles a lo largo del periodo
estudiado. También es importante resaltar los valores minimos de la cepa IFI 278 durante

los dos primeros dias.
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Por altimo cabe mencionar los resultados obtenidos para el gen codificante de
actina, utilizado como control en estos experimentos. De acuerdo con los resultados de
Riou y colaboradores (1997), no se aprecian cambios significativos durante el periodo de
vinificacion estudiado para la mayoria de las cepas; en todo caso una ligera disminucion a
los 6 6 10 dias. Nuevamente las cepas IFI 367 e IFI 391 muestran un patréon peculiar

mostrando un pico a 6 horas que no aparece en el resto de cepas.
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Figura C2.11. Expresiéon durante la primera mitad de la vinificacién de los genes ATHI y GSY2. Los datos

muestran niveles de mRNA relativos a DNA gendmico.
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2.8. Caracterizacion genotipica de las cepas.

Al analizar las hibridaciones de las matrices de DNA observamos que en el caso
de las cepas IFI 367 e IFI 391 obteniamos una intensidad de sefal en general mucho mas
baja que para el resto de cepas. Esto, junto con el patrén tan peculiar tanto en expresion
génica como en crecimiento y consumo de nutrientes en las diferentes condiciones de
vinificacion, nos hizo plantearnos un estudio a nivel gendmico. En la informacion de las
cepas proporcionada por las casas comerciales o por el IFI se clasificaban dentro de las
especies que se detallan en la Tabla C2.3. Se sabe que algunas casas comerciales cometen
fraudes en el sentido de comercializar cepas iguales con diferente nombre, cambiar cepas
con el tiempo pero comercializarlas con el mismo nombre y sin aviso de ningun tipo en
los nuevos envases o proporcionar datos erréoneos como la caracterizacién de la cepa
(Fernandez-Espinar, M.T. y col., 2001). Ademas, las cepas procedentes del IFI estaban
clasificadas dentro de las especies S. ellipsoideus y S. uvarum que son especies no
reconocidas actualmente (Fernandez-Espinar, M.T. y col., 2003). Por todo esto se decidio
realizar algunos analisis encaminados hacia la caracterizacion de estas 6 cepas.

En primer lugar se hizo un analisis de los cariotipos de las cepas que consiste en
utilizar una técnica electroforética (electroforesis en campo pulsante) para separar los
cromosomas enteros de levadura. A pesar del escepticismo de ciertos autores existen
numerosos estudios que muestran que el patrén de migracion de los cromosomas permite
diferenciar las especies de levadura S. bayanus y S. cerevisiae (Masneuf, 1. y col., 1996;
Nguyen, H.V. y col.,, 1997; Rainieri, S. y col.,, 1999), que son las especies a las que
tipicamente pertenecen las cepas vinicas. El resultado de este andlisis se muestra en la
Figura C2.12. Como se puede observar hay 6 cepas que muestran un patrén
electroforético muy similar y 2 que muestran un patron diferente. Las cepas BY4742 y T73
(cepa de laboratorio y cepa vinica comercial, respectivamente) se pusieron como control

ya que se sabe que son dos cepas de la especie S. cerevisiae.
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ML X

Figura C2.12. Cariotipos de las levaduras utilizadas para el analisis de la expresion de genes de respuesta a
estrés durante la vinificacién. En la parte superior de la Figura se muestra el nombre de las cepas. Las cepas
BY4742 y la T73 se han puesto como control ya que pertenecen a la especie S. cerevisize. La migraciéon de cada

uno de los cromosomas de T73 (Puig, S. y col., 2000c) se indica a la derecha de la Figura.

Para confirmar que las 4 cepas con patrén similar pertenecian también a la especie
S. cerevisiae y determinar si las otras dos cepas pertenecian a S. bayanus se utilizo la técnica
PCR-RFLP sobre el gen MET2 ya que se ha visto que el enzima Pstl posee secuencias de
corte en el gen de la especie S. bayanus y no el gen de S. cerevisiae y lo contrario ocurre
cuando el enzima utilizado es EcoRI (Masneuf, I. y col.,, 1996). A partir del patrén de
bandas obtenido mediante este analisis (Figura C2.13) parece que las cepas ICV 16, ICV
27, ICV 48 e IFI 278 pertenecen a la especie S. cerevisiae y que las cepas IFI 367 e IFI 391
pertenecen a una especie diferente, presumiblemente a S. bayanus. Sin embargo, segun lo
descrito por los Drs. Barrio y Querol (Gonzélez y col., enviado), la restriccién sobre el
fragmento amplificado de MET2 no permite la diferenciacion de otras especies del
complejo sensu stricto, como S. kudriatzevii y S. paradoxus, que muestran el mismo patréon

de bandas que S. bayanus. El andlisis PCR-RFLP sobre otros genes descrito por estos

101



C2. GENES DE RESPUESTA A ESTRES

autores permitié confirmar que IFI 367 e IFI 391 son S. bayanus lo que podria explicar en

parte las diferencias en el comportamiento fermentativo en las condiciones analizadas.

MET2/EcoRI MET?2/Pst]
& b~ o) @ [ = Q o B~ o) on [ = g
o = I~ o (=] B~ &
DR e o] SRS
PO st B e Do S guBgE (o E s
560 pb —cs . e o=y e ™ v 0
369 pb > g e e - - - e e
211 pb—» s e e - o - COEs e e e .
u ' ‘i ™

Figura C2.13. Analisis RFLP de un fragmento del gen MET2 obtenido por amplificacién mediante PCR.

En segundo lugar se realiz6 un analisis de restriccion del DNA mitocondrial para
confirmar, sobre todo por los fraudes cometidos por las casas comerciales, que se trataba
de cepas diferentes. Para ello se empled el método descrito por Querol y colaboradores
(1993) que se basa en una extraccion de DNA gendmico total y posterior digestion con un
enzima de restriccion (Hinfl) que posee una frecuencia de corte muy alta en el DNA
nuclear y una frecuencia de corte mas baja en el DNA mitocondrial lo que permite obtener
un patrén de bandas distinguible para cada cepa. Como se observa en la Figura C2.14 en
todos los casos se trata de cepas diferentes.

En el caso de las cepas ICV 16, ICV 22 (Capitulo 1) e ICV 27 se ha comparado el
patron de restriccion del DNA mitocondrial con las cepas comercializadas actualmente
como Fermicru primeur (DSM), Lalvin T73 (Lallemand Inc.) y UCLM S377 (Springer
Oenologie) respectivamente, encontrando patrones idénticos en cada caso. Para las cepas
ICV 9 (Capitulo 1), ICV 18 (Capitulo 1) e ICV 48 no se ha considerado la utilizacién de
levadura seca activa por lo que no hemos realizado la comprobacion pertinente y sélo
podemos garantizar que hace aproximadamente 10 afios estas cepas se comercializaban

con el nombre y por la casa comercial que se indica en la seccion de Materiales y Métodos.
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Figura C2.14. Patrones de restriccion del DNA mitocondrial con el enzima Hinfl de las cepas utilizadas en el

trabajo de expresion de genes de estrés durante la vinificacion.

DISCUSION

En los ultimos afios se han llevado a cabo diversos estudios sobre expresion génica
durante la vinificacion que tienen en cuenta grupos particulares de genes durante
periodos concretos del proceso o durante toda la fermentaciéon (Ivorra, C. y col., 1999;
Pérez-Torrado, R. y col., 2002; Puig, S. y col., 2000a; Puig, S. y col., 2000b; Rachidi, N. y
col.,, 1999; Riou, C. y col., 1997). También se han llevado a cabo experimentos de expresiéon
global bajo condiciones particulares de crecimiento (Backhus, L.E. y col., 2001; Marks,
V.D. y col., 2003). En todos estos estudios una sola cepa vinica ha sido utilizada para la
realizacion de los experimentos. Ademas, de todos ellos, solo en el de Pérez-Torrado y
colaboradores (2002) se hace un andlisis detallado de la respuesta de las levaduras vinicas
al estrés que tiene lugar en el inicio de la vinificacién, donde las células son inoculadas en
un mosto que tiene una elevada concentracion de aztcares, un pH bajo y, en algunas

ocasiones, una temperatura inferior a la dptima de crecimiento de Saccharomyces sp.
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En este escenario nosotros nos planteamos un estudio de la expresion génica en
diferentes cepas vinicas asi como un andlisis mas detallado de la respuesta de las
levaduras al ser inoculadas en el mosto y de factores que pueden afectar esta respuesta.
Para todos estos estudios se utilizé mosto sintético pero de composicion muy similar a un
mosto natural sin limitaciones de nutrientes y empleado por muchos autores (Jiranek, V.y
col., 1995; Riou, C. y col., 1997; Salmon, J.M. y col., 1998b). El uso de estos mostos facilita
en muchos casos la elaboracién de conclusiones ya que los mostos naturales son muy
variables en composicion dependiendo, por ejemplo, del grado de maduracién de la uva,
las condiciones climatologicas en que se desarrolla,... lo que afecta en muchos casos al
contenido en fuentes nitrogenadas (Henschke, P.A. y col., 1993). De hecho la limitacion de
nitrégeno es la causa mas comun de las paradas de fermentacion (Bisson, L.F., 1999) y
afecta al crecimiento celular, a la velocidad de fermentacion y a la tolerancia a etanol. Por
todo esto hicimos el estudio en un medio de composicion definida, sin ninguna limitacion
de nutrientes y con un rango de pH y temperatura de incubaciéon dentro de los margenes
del uso industrial.

Asi pues se analizo, en primer lugar, la expresion de genes de respuesta a estrés al
inicio de la vinificacion obteniendo como conclusiones mas relevantes elevados niveles de
mensajero del gen GPD1 y bajos de TRX2, HSP104 y SSA3. Este resultado es el esperable
dado que las levaduras responden a los aumentos de osmolaridad del medio acumulando
glicerol, el osmolito que permite a la célula recuperar la turgencia que se habia perdido
por la salida del agua al exterior celular. El hecho de que los otros genes se encuentren en
bajo nivel podria indicar que en estas condiciones lo que se observa es una respuesta
bastante especifica a estrés hiperosmdtico y no una respuesta general a estrés como la
encontrada por otros autores en condiciones de estrés hiperosmotico generadas por otros
osmolitos (Causton, H.C. y col,, 2001; Gasch, A.P. y col.,, 2000). La explicacion a este
resultado podria ser una diferencia en el estado de las células al ser inoculadas en el
mosto o en los medios de elevada osmolaridad estudiados por los otros autores. En los
estudios de respuesta a estrés las células proceden de cultivos en fase de crecimiento
exponencial, es decir, en condiciones 6ptimas para la supervivencia celular. En el mosto se

inoculan células, en nuestro caso, obtenidas a partir de un cultivo crecido durante 1 dia
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con lo que las células han entrado en fase estacionaria y, presumiblemente, tienen
activada la ruta general de respuesta a estrés. Al inocular estas células en el mosto se
recuperan las condiciones dptimas de crecimiento en cuanto a nutrientes y esta puede ser
la razon de la respuesta especifica a estrés osmotico. Otro dato que apoya esta idea son los
resultados obtenidos en el segundo apartado de este capitulo donde se estudia la
expresion de genes de respuesta a estrés 1 hora tras la inoculacién. En este caso si se
utilizaron células que no habian entrado en fase estacionaria precisamente para
profundizar en el efecto que esto produce sobre la expresion génica. En estas condiciones
lo que hemos visto en algunas cepas son niveles relativamente altos de algunos genes de
respuesta general a estrés y, entre ellos, TRX2 y SSA3. También debemos considerar que
durante la vinificacion el estrés osmotico es causado precisamente por los elevados
niveles de glucosa, que ejerce efectos de represion sobre diversos procesos, tal y como se
revisd en la introduccion general.

En cuanto al estudio del efecto del pH y la temperatura sobre la expresion de estos
genes debemos destacar que, en general, si se encuentran diferencias en el perfil de
expresion mostrado por las cepas. En el caso del pH se observa unos niveles minimos a
pH 3.0 y mayores diferencias a pH 3.3 y 3.6 de manera que algunas cepas tienen el
maximo de expresion en estas condiciones a pH 3.3 y otras a pH 3.6 (ninguna a pH 3.0). A
pesar de estas diferencias lo que si se encuentra son perfiles similares para los dos genes
considerados (GPD1 y TRX2) en cada cepa, lo que significa que probablemente sus
mecanismos de regulacion en respuesta al pH son similares. En cuanto a la temperatura
existen menos diferencias entre las cepas, de manera que la mayoria muestra un aumento
de los niveles de expresion de HSP104 y SSA3 a medida que disminuye la temperatura.
En la bibliografia existen pocos datos acerca de la respuesta transcripcional de la levadura
frente a estrés por frio aunque se ha visto que los niveles de algunos genes de respuesta a
choque térmico como HSP26 o SSA3 (Homma, T. y col., 2003) y HSP104 o SSA4 (Kandror,
O. y col., 2004) se encuentran incrementados cuando se disminuye la temperatura hasta
valores cercanos a los de congelacion. Ademas, segiin un seguimiento de la expresion
global durante 8 horas de crecimiento a 10°C, aunque la transcripcion de algunas HSPs se

encuentra reprimida durante todo el periodo, los genes que codifican Hsp12p y Hsp26p se
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encuentran inducidos a partir de las 4 horas tras el choque por frio (Sahara, T. y col,,
2002). Todo esto parece sugerir que las células también podrian activar algunos genes de
choque térmico para protegerse en condiciones de temperatura por debajo de la éptima
ademads, por supuesto, de otros muchos como NRSI (Kondo, K. y col,, 1992) y TIP1
(Kondo, K. y col.,, 1991) que no han sido considerados en este trabajo.

En cuanto a posibles relaciones entre el comportamiento fermentativo y la expresion
de genes de respuesta a estrés al inicio de la vinificacién no podemos sacar facilmente
conclusiones a partir de las condiciones utilizadas en este trabajo ya que, al tratarse de
cepas vinicas comerciales, mosto completo y temperatura cercana a la Optima de
crecimiento, no observamos grandes diferencias en el patrén de vinificacion. Sin embargo,
la informacion proporcionada por la empresa de comercializacion de las cepas utilizadas
en este trabajo (Lallemand Inc.) en relacion con sus peculiaridades fermentativas puede
darnos algunas claves. Tal vez el dato mas significativo en este sentido sea que la cepa 3,
que muestra los niveles mas altos de GPD1 y TRX2 en condiciones estandar y de HSP104
y SSA3 a 15°C, estd muy bien adaptada a las fermentaciones llevadas a cabo a baja
temperatura (Anne Ortiz Julien, datos no publicados). La diferencia entre los niveles de
mensajero encontrado en las diferentes cepas podria pues estar indicando, en algunos
casos, diferencias en la adaptaciéon a determinadas condiciones de vinificacion. En
cualquier caso, también se han observado variaciones de expresiéon génica en cepas
vinicas en condiciones de laboratorio (Carrasco, P. y col., 2001). Estas diferencias pueden
ser debidas a la plasticidad genotipica de las cepas vinicas que les permite una mayor
capacidad de adaptacion (Querol, A. y col,, 2003). Ademas, es posible que los niveles
necesarios para contrarrestar el estrés tengan un umbral de suficiencia a partir del cual la
célula es capaz de protegerse, que los maximos de expresion se alcancen en tiempos
diferentes o que existan adicionalmente mecanismos de regulacion a nivel de actividad de
proteina.

Para poder profundizar en el estudio de cdmo diferencias en la expresion génica
entre cepas pueden correlacionarse con diferencias en el patrén de fermentacidon se
seleccionaron un grupo de cepas a partir de los resultados del primer capitulo. En primer

lugar se analizé el comportamiento en condiciones estandar de vinificacion y se vieron
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diferencias en pardmetros como el numero de viables y la capacidad de completar la
fermentacion de los azticares por lo que se utilizaron estas mismas condiciones para el
estudio de expresion de 32 genes de respuesta a estrés durante la primera mitad de la
vinificacion. Una consideracién global de todos los datos obtenidos en este andlisis es la
existencia de bajos niveles de mRNA a las 6 horas desde la inoculaciéon y unos niveles
maximos a tiempos de 6 dias o posteriores. A las 6 horas desde la inoculacién las células
han debido contrarrestar ya el estrés hiperosmoético mediante la produccion de glicerol, ya
se han duplicado (al menos una vez) y todavia no se ha acumulado etanol en el medio de
cultivo con lo que en este punto observamos las condiciones optimas de crecimiento y de
ahi la baja expresion de genes de estrés. A partir de aqui ird disminuyendo la
concentracion de nutrientes (aunque en nuestras condiciones no hay agotamiento de
azucares ni de nitrégeno) y se ird produciendo etanol, cuyo efecto principal es una
alteracion de los sistemas de transporte a nivel de membrana (Alexandre, H. y col., 1994;
Jackson, R.S., 1994). Esto se refleja en un aumento gradual de algunos de los genes
estudiados, que ademads suelen presentar niveles maximos hacia los 6 dias (cuando la
mayoria de las cepas entran en fase estacionaria de crecimiento en nuestras condiciones
de vinificaciéon), o hacia los 10 dias (cuando todas las cepas se encuentran en fase
estacionaria avanzada y en muchas comienza a haber una pérdida de viabilidad). Este
resultado de aumento de la expresion de genes de estrés en el momento de la entrada en
fase estacionaria durante la vinificacion es similar a lo encontrado por otros autores (Puig,
S. y col., 2000b; Riou, C. y col.,, 1997). Ademas, el perfil obtenido para HSP26 y SPI1 en el
trabajo de Rossignol y colaboradores (2003) (condiciones muy similares a las utilizadas en
nuestro trabajo), es practicamente idéntico: Niveles maximos de expresion para HSP26 en
el momento en que las células empiezan a disminuir su tasa de division celular (momento
previo a la fase estacionaria), y niveles maximos para SPII una vez que ya no se observan
cambios en la biomasa del cultivo (fase estacionaria). Al igual que SPI1, COX6 también
muestra el perfil de expresion que se encuentra para estos dos genes tras el agotamiento
de la glucosa o del nitrégeno en condiciones de laboratorio. Como se ha comentado, en

nuestras condiciones de vinificacion no hay agotamiento de nutrientes pero la produccion
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de etanol en este punto puede haber sido suficiente para inhibir su transporte hacia el
interior celular.

Al margen de estas consideraciones generales también hemos encontrado ciertas
diferencias entre las cepas. Las cepas ICV 16, ICV 48 e ICV 27 (cepas vinicas comerciales
todas ellas) muestran perfiles de expresion bastante similares, aunque la tltima presenta
niveles estacionarios significativamente mas bajos de mensajeros de HSP26 y HSPS2 al
final de la vinificaciéon y de CARI en todos los puntos estudiados. Estas tres cepas
muestran curvas de crecimiento y consumo de nutrientes muy similares con la tnica
excepcion del consumo de aztcares a partir de los 6 dias, que en el caso de la cepa ICV 27
empieza a ralentizarse y cesa cuando todavia quedan 15-30 g/L.

La cepa IFI 278 presenta un comportamiento muy peculiar. El crecimiento esta muy
acelerado durante los primeros 5 dias y esto se refleja también en el rapido consumo de
azucares y nitrogeno durante este periodo. Después de este tiempo comienza la pérdida
de viabilidad del cultivo y hay un cese casi completo de consumo de azticares y nitrogeno.
En esta cepa también hemos visto niveles bajos para algunos genes; destacan en este
aspecto TRX2 y COX6 durante los primeros dias y CUP1 y GSY2 durante todo el periodo
considerado. Aunque en estas condiciones la cepa IFI 278 tiene un comportamiento tnico,
en las condiciones del capitulo 1 el patrén de crecimiento y consumo era mas parecido al
resto de cepas de su grupo, entre las que se encontraba ICV 27. Como vemos, estas dos
cepas se caracterizan por presentar niveles minimos de expresion de algunos de los genes
estudiados con lo que probablemente sea esta carencia la que condicione, al menos en
cierto grado, su comportamiento durante la vinificacion.

Las cepas IFI 367 e IFI 391 también tienen un comportamiento peculiar muy
probablemente debido a que pertenecen a la especie S. bayanus. Esta especie es un taxén
muy heterogéneo que se subdivide en dos variedades, el grupo ‘bayanus’ (que incluye la
especie tipo CBS 380) y el grupo ‘uvarum’ en el que se engloban las especies
anteriormente clasificadas como S. uvarum y donde se incluyen la mayoria de cepas
vinicas (Rainieri, S. y col., 1999). Se ha visto que las cepas vinicas de S. bayanus var.
uvarum podrian tener ventajas en fermentaciones a bajas temperaturas (Naumov, L. y col.,

2000). Probablemente esta adaptacion a condiciones concretas de vinificacion es lo que les
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impide progresar adecuadamente en condiciones estandar y probablemente también sea
la causa de las diferencias en expresion génica. En estas cepas lo que mas destaca son
niveles de expresion elevados de algunos genes y en algunos casos estos niveles se
encuentran mas o menos mantenidos, de manera que no parece haber una respuesta tipica
a estrés a lo largo del proceso. Podemos destacar, por ejemplo, que para GPD1 los niveles
son altos y mantenidos en la cepa IFI 391 y tienen un nivel similar al de las otras cepas
aunque mantenido durante los dos primeros dias en la cepa IFI 367. Para otro gen de
respuesta a estrés osmotico (aunque se haya descrito principalmente en la respuesta a
estrés oxidativo), GRE2, observamos niveles altos en las dos cepas y con poca diferencia
entre 1 y 6 horas. Probablemente estos niveles altos y mantenidos estan indicando una
continua respuesta a estrés que, como comentamos en la introduccion, podria condicionar
su capacidad de crecimiento y, como veiamos en la Figura C2.6, una de las caracteristicas
de estas cepas es la baja viabilidad que muestran durante toda la fermentacion. También
llaman la atencion en IFI 391 los altos niveles que muestra en todos los puntos el gen STI1
y el bajo nivel de HSP26 a 1 hora y elevado a 6 y 10 dias. Los altos niveles de STI1 durante
toda la vinificacion podrian explicar también los defectos en crecimiento aunque en este
caso si se observa como varian los niveles a lo largo de la vinificacion mostrando un perfil
bastante similar al resto de las cepas. Una posible explicacion al resultado de estos dos
genes de respuesta a choque térmico podria ser, como también se ha comentado al
principio de esta discusion, una mejor adaptacion a condiciones de baja temperatura.
Considerando en conjunto todos los resultados podemos destacar que las cepas
vinicas deben ser capaces de responder a las diferentes situaciones estresantes que tienen
lugar durante la vinificacion y que esta respuesta puede ser algo diferente en funciéon de
la adaptacion a las condiciones concretas que existen en las regiones de donde fueron
aisladas. Las diferencias que hemos visto en la respuesta de algunos genes en funcion del
comportamiento fermentativo de las cepas confirman que la resistencia a estrés ha sido
importante en la adaptacion al proceso de vinificacion y que un aspecto fundamental es la
consecucion de un equilibrio entre una adecuada capacidad de respuesta sin perjuicio de
un correcto crecimiento. Sin embargo, no podemos descartar la influencia de otros

aspectos en un desarrollo correcto de la fermentacion. Con el objetivo de encontrar estos
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otros posibles factores se planted un andlisis global tanto a nivel de transcritos como de

proteinas, cuyos resultados se detallan en el siguiente capitulo.
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CAPITULO 3

Expresion global en cepas con diferente comportamiento

fermentativo durante la entrada en fase de crecimiento estacionaria.

A partir de los resultados de los capitulos anteriores se han seleccionado dos cepas y
un momento de la vinificaciéon para hacer un andlisis de la expresién global tanto génica
como proteica con el objetivo de obtener una informaciéon mas amplia del estado de las
células. Mediante esta vision general se intentaran establecer los mecanismos moleculares

que pueden influir en que una de estas cepas no sea capaz de completar la fermentacion.

RESULTADOS

1. Seleccion de cepas v punto de la vinificacion para el estudio de expresion global.

A partir de los resultados del capitulo 2 se decidieron seleccionar las cepas ICV 16 e
ICV 27 ya que ambas son cepas comerciales y presentan un comportamiento muy similar
excepto en lo que se refiere al consumo de aztcares. Este muestra una fuerte ralentizaciéon
a partir de los seis dias en la cepa ICV 27, produciéndose una parada de fermentacion
cuando aun quedan entre 15 y 30 g/L de azucar residual (Figura C2.6).

Las condiciones de vinificacion empleadas fueron las mismas que en el capitulo 2
para intentar simular lo mejor posible las condiciones de la bodega pero pudiendo
controlar los pardmetros que afectan a la expresion génica y proteica.

El momento de la vinificacién seleccionado para el andlisis es aquél en el que las
cepas entran en fase estacionaria (6 dias en nuestras condiciones, Figura C2.6) ya que a

partir de este momento se produce la disminucién del consumo de aztcares en la cepa
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ICV 27, hemos visto diferencias en la expresion de algunos genes de respuesta a estrés
(Figuras C2.7 y C2.10), y ademads es un punto, como se detall6 en la introduccion,
estudiado por otros autores lo que permite comparar resultados con experimentos
realizados con otras cepas que completan la fermentacion.

En la Tabla C3.1 se detallan algunos parametros de las vinificaciones llevadas a cabo
para este andlisis en el punto donde se determiné la expresion global y en el punto final

de vinificacion.

Tabla C3.1. Parametros de la vinificacion.

ICV 16,6 dias ICV 27,6 dias ICV 16, 30 dias ICV 27, 30 dias

Azucares (g/L) 89-94 89-92 2-3 12-15
Nitrogeno asimilable
168-175 158-188 162-168 153-158
(mg/L)
Etanol (% v/v) 5.7-6.3 5.7-6 9.3-10.3 9.3-9.6
CFU-10¢/mL 28-38 38-42 12-17 15-17.9

2. Expresion génica diferencial mediante matrices de DNA.

2.1. Analisis global de los resultados.

Se realizaron 3 vinificaciones (A, B, C) procedentes de diferentes colonias para cada
cepa y se hibridaron 5 matrices a partir de las siguientes combinaciones Cy5-Cy3: 16A-
27C, 16C-27B, 16B-27B, 27A-16A y 27B-16C. La intensidad obtenida en cada canal para
cada par de matrices fue normalizada por Lowess (Cleveland, W.S., 1979) y los cocientes
de los 5 experimentos se evaluaron mediante un t-test utilizando el programa estadistico
ArrayStat, tomando un nivel de significatividad del 95% y un minimo de 4 réplicas. El
resultado del test se detalla en la Tabla C3.2 y, como vemos, hay un niimero algo mayor
de genes con niveles de expresidén superiores en la cepa ICV 27; este nimero aumenta

ademas a medida que lo hace el nivel de sobreexpresion.
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Tabla C3.2. Numero y proporcion de genes con expresion significativamente diferente

en cada cepa.

Ne® genes significativos = Mayor expresion en ICV16  Mayor expresion en ICV 27 *%
Totales 1018 1055 33
Relacion mayor que 2.5 85 113 3.1
Relacion mayor que 5 6 17 0.4

*% de genes que muestra una expresion diferencial para cada categoria de nivel.

Para evaluar los resultados se hizo en primer lugar una agrupacion de los genes
expresados mas de 2.5 veces en categorias funcionales utilizando la herramienta
“Function Associate” (http://llama.med.harvard.edu/cgi/func/funcassociate) (Tabla C3.3).
En esta tabla solo se han incluido genes de los que se conoce el proceso bioldgico en el que
participan. Ademas se indica el p-valor que cuantifica en este caso la sobrerepresentacion
de los genes que aparecen en nuestro experimento (N° genes) respecto al total de genes
que se incluyen en esa categoria (N° genes total categoria). Se debe sefalar que al hacer
este tipo de andlisis aparece un elevado numero de categorias pero, sobre todo para la
cepa ICV 16, estan todas interrelacionadas y unas incluyen los genes de otras. Por este
motivo sdlo se indica la categoria mas general (metabolismo de alcoholes) y si se ha
querido destacar la presencia de varios genes dentro de esta categoria que pertenecen
estrictamente a la ruta de la glicdlisis. También se han obviado categorias que hacen
referencia a la actividad catalitica o a la localizacién subcelular.

En una primera vista global de los resultados lo que se observa es que en la cepa
ICV 16 aparecen, como ya hemos comentado, genes relacionados con metabolismo de
alcoholes y en concreto con glicdlisis mientras que en la cepa ICV 27 hay una mayor
proporcion de genes implicados en respuesta a estimulos y en transporte a través de
membranas. A continuacion se detallaran los resultados mas relevantes indicando el nivel
de sobreexpresion entre paréntesis e incluyendo en algunos casos genes con expresion
diferencial menor a 2.5 veces. También se ha realizado una Tabla (Tabla C3.4, paginas 117-

118) que engloba todas las categorias y genes a los que haremos referencia.
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Tabla C3.3. Agrupacion en categorias funcionales de los genes expresados mas de 2.5

veces en cada cepa de acuerdo con la herramienta Function Associate.

Ne N°® genes total
P-valor = Categoria funcional
genes categoria

Categorias sobrerepresentadas en ICV 16

12 148 2.7e-10 Metabolismo de alcoholes

4 18 5.4e-06 Glicdlisis

Categorias sobrerepresentadas en ICV 27

3 3 6.9e-07  Transporte de iones sodio
5 29 5.2e-06  Respuesta a drogas
Actividad ATPasa acoplada al movimiento
4 16 le-05
transmembrana de iones
10 208 1.7e-05  Respuesta a estimulos abidticos
5 42 3.4e-05  Transporte de aminas
...... SR sy Floeiaan

2.2. Metabolismo de carbohidratos.

Como se comento en la introduccion general de esta tesis, uno de los cambios que se
produce a nivel de expresion génica durante la entrada en fase estacionaria tiene relacion
con el metabolismo de carbohidratos. En la Figura C3.1 se muestra un esquema
intentando englobar todos los aspectos de este metabolismo a los que vamos a hacer
referencia.

En nuestro estudio lo que aparece globalmente es una gran proporcion de genes
implicados en el metabolismo de alcoholes y carbohidratos en la cepa ICV 16 y algunos
genes relacionados con oxidacion de compuestos organicos y gluconeogénesis en la cepa
ICV 27. Analizando en detalle los genes concretos y las rutas en las que participan vemos
que:

e Transporte de carbohidratos. Aparecen mas expresados HXT3 (7.1) y HXT4 (2.4) en la

cepa ICV 16 y HXT5 (3.4) en la cepa ICV 27. La transcripcién de HXT3 es independiente

de la concentracién de glucosa mientras que HXT4 se activa cuando los niveles de
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glucosa son bajos. HXT5 es un transportador de hexosas con moderada afinidad por
glucosa, que puede funcionar en la acumulaciéon de carbohidratos de reserva durante
condiciones de estrés y se induce por una disminucién en la tasa de crecimiento
(Kruckeberg, A.L., 1996; Maier, A. y col.,, 2002; Wieczorke, R. y col., 1999). También
aparecen como estadisticamente significativos aunque con valores sdlo ligeramente
superiores en la cepa ICV 16 los genes HXT1 (1.8) y HXT16 (1.3). La consideracion de
estos resultados debe hacerse con mucha cautela ya que, aunque las diferencias de
expresion son claras y tienen una alta significatividad, existen numerosos genes HXT en
levadura que presentan ademds un elevado grado de homologia y pueden dar
hibridaciones cruzadas.

Fermentacion, glicdlisis v gluconeogénesis. Todos los genes que aparecen en nuestro

estudio implicados en glicdlisis se encuentran sobreexpresados en la cepa ICV 16 y
concretamente son los que codifican las proteinas fructosa bisfosfatasa aldolasa (FBA1
(2.8)), enolasa (ENO1 y ENO2 (3 y 3.1)), 6-fosfofructo 2-quinasa (PFK27 (4.9), importante
regulador de esta ruta), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (TDH1, TDH2 y TDH3
(entre 2.3 y 2.5)) y, con niveles entre 2 y 2.5 respecto a la cepa ICV 27, fosfoglicerato
mutasa (GPM1 (2.3)), fosfoglucosa isomerasa (PGI1 (2.3)), y la subunidad  de la
fosfofructoquinasa (PFK2(2.1)). También aparecen las alcohol deshidrogenasas ADH1
(2.8), ADH2 (2.5) y, con niveles entre 2 y 2.5, ADH6, que codifican proteinas que forman
parte del metabolismo propiamente fermentativo. ADH6 no se muestra en la Figura
C3.1 porque parece que actiia sobre moléculas de un mayor niimero de carbonos,
aunque es interesante resaltar que este gen se encuentra fuertemente reprimido durante
la fase estacionaria y en condiciones de ayuno de nitrégeno (Gasch, A.P. y col., 2000). La
mayoria de los genes glicoliticos que se han citado codifican enzimas que catalizan
etapas reversibles de las rutas glicolitica — gluconeogénica; sin embargo, la mayor
expresion en la cepa ICV 16 de genes que codifican enzimas tipicamente fermentativos y
de enzimas o reguladores de etapas irreversibles de la glicdlisis, permiten deducir que
en el punto de la vinificacion considerado la cepa ICV 16 estaria “transcriptdmicamente
preparada” para una importante actividad glicolitica — fermentativa. En contraposicion,

en la cepa ICV 27, existe una mayor expresion de genes gluconeogénicos, de manera que
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observamos en mayor nivel los dos reguladores principales, CAT8 (2.8) y SIP4 (3.3) y el
gen PCK1 (2.1). El gen PCK1 codifica la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, que cataliza
uno de los dos pasos irreversibles de la gluconeogénesis. El otro paso es el catalizado
por la fructosa-1,6-bisfosfatasa cuyo gen, FBP1, también se encuentra en un nivel 1.4
veces significativamente mayor en la cepa ICV 27. También aparecen valores superiores
de expresion en esta cepa del regulador de la transcripcion ADR1 (3.6), cuya actividad
estd controlada por la ruta de la PKA (Figura I.1) y estd implicado en la estimulacion de
gluconeogénesis frente a glicolisis mediante la induccion de genes implicados directa o
indirectamente en la misma, como ADH2 (ICV 16 (2.5)), CTA1 (ICV 27 (4.2)) y GUT2
(ICV 27 (3.2)). Como vemos, los resultados obtenidos para ADH2 no concuerdan con los
niveles de expresion encontrados para los otros 3 genes pero, como se comento en la
introduccion, en la regulacién de los genes implicados en metabolismo participan
diferentes rutas y diferentes reguladores con lo que la respuesta es en muchos casos
variable en funcion de las condiciones particulares. También aparece con mayor
expresion en ICV 27 el gen GPM3 (2.2) que codifica una de las tres fosfoglicerato
mutasas, aunque parece que la tinica que tiene una actividad fisioldgica relevante es la
codificada por GPM1, dado que mutantes en GPM2 y en GPM3 no tienen ningn efecto
sobre glicolisis (Rodicio, R. y col., 1987).

Oxidacion de compuestos orgdnicos y respiracion. Dentro de esta categoria

encontramos una mayoria de genes con mayor expresion en la cepa 27 y podemos hacer
una subdivision en diferentes categorias:
v'Ciclo de Krebs: Con una expresion 7.5 veces mayor en la cepa ICV 27 encontramos el
gen YJLO45W que es similar a la succinato deshidrogenasa SDH1. Aunque con poca
diferencia pero también significativa encontramos en esta cepa mayor nivel de
mRNA de los genes FUM1 (1.3), IDH2 (1.3), KGD1 (1.5), ACO1 (1.6) y SDH2 (1.7). En
este caso también aparecen algunos genes con mayor expresion en la cepa ICV 16: la
citrato sintasa (CIT1 (2.5)) y la succinil-CoA ligasa (LSC2 (2.6)). Es conveniente
resaltar aqui que durante la fermentacion muchos enzimas del Ciclo de Krebs
muestran cierta actividad ya que algunos de sus intermediarios son precursores de

reacciones biosintéticas. Ademas, esta actividad es la responsable de la formacién de
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citrato, malato y succinato que son exportados al exterior celular (probablemente
mediante transportadores de la familia ABC, que trataremos en detalle
posteriormente) y tienen una influencia sobre las caracteristicas organolépticas del
vino. Se sabe que durante la fermentacion el ciclo no actia como tal sino que
funcionan dos ramas, una oxidativa que va desde piruvato hasta, al menos, a-
cetoglutarato, y otra reductora que funciona en sentido opuesto y conduce, al
menos, hasta la produccion de fumarato (Camarasa, C. y col., 2003). Lo que si parece
claro es una inhibicién absoluta a nivel del complejo succinato deshidrogenasa
(formado por las proteinas Sdhlp, Sdh2p y Sdh4p) que estd directamente
relacionado con respiracion ya que aporta electrones a la cadena respiratoria
mitocondrial a través de la ubiquinona. Estos datos podrian estar sugiriendo una
mayor actividad respiratoria en la cepa ICV 27.

v'Generacion y transporte de acetil-CoA: Aparecen tres genes con expresion superior
en la cepa ICV 27: el gen ACS1 (3.1), que codifica la acetato CoA ligasa (implicada en
biosintesis de acetil-CoA), y los genes CRC1 (3) y AGP2 (2.1), que participan en el
transporte de acetil-CoA desde el peroxisoma a la mitocondria. Ademads, en relacién
con estos aspectos, aparecen también mads expresados en esta cepa varios genes
implicados en la organizacion y biogénesis del peroxisoma (Tabla C3.4), como PXA1
(2.4), que codifica el transportador de acidos grasos al peroxisoma y POX1 (1.9),
codificante del enzima que cataliza el primero de los tres pasos de la B-oxidacion
encaminados a la generacion de acetil-CoA. Ademas la B-oxidacidon genera H20: que
es detoxificado gracias a la catalasa (CTAI, (2.5)). Es interesante destacar que Agp2p
también puede funcionar como permeasa de aminodcidos en condiciones de bajos
niveles de nutrientes, lo cual permitiria clasificar también este gen dentro del grupo
de transportadores de aminoacidos (Schreve, J.L. y col., 2004).

v ATP sintasa mitocondrial. También con mayor expresiéon en la cepa ICV 27
encontramos las proteinas codificadas por los genes NCA3 (2.6) y NCA2 (2.1), que
regulan la correcta expresion de las subunidades Atp6p y Atp8p del componente FO
de esta ATP sintasa (Pelissier, P. y col., 1995).
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v'Oxidacion de NADH. Con niveles superiores en ICV 27 encontramos los dos
mecanismos principales para dirigir el exceso de NADH citosdlico hacia la cadena
respiratoria mitocondrial, los genes NDE2 (3.7) y GUT2 (3.2). El primero de estos
genes codifica una de las dos NADH deshidrogenasas “externas” (Ndel/2p),
denominadas asi por la orientacion del sitio catalitico hacia el espacio
intermembrana. El segundo mecanismo de reoxidacion de NADH en S. cerevisiae es
la lanzadera glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, que conduce 2 electrones a la cadena
respiratoria a través de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial (Gut2p)
(Luttik, M.A.H. y col., 1998; Pahlman, A K. y col., 2001).

v'Otros. Aparecen con mayor expresion en la cepa ICV 27 los genes ISF1 (2.6), BCS1
(2.1), HAP1 (2) y HAP2 (1.9) todos ellos reprimidos por catabolito de glucosa. BCS1
codifica una carabina molecular necesaria para el ensamblaje del complejo citocromo
bcl. El gen ISF1 es un supresor del defecto de crecimiento en mutantes hap2,3,4,
implicado en funciones mitocondriales y regulado por HAP1. Finalmente, HAPI y
HAP2 estan implicados en la regulaciéon -dependiente de hemo y del estado redox
celular- de genes relacionados con respiracion.

e Sintesis de glucédgeno y trehalosa. Aparece el gen PGM2 con un nivel 2.1 veces superior

en la cepa ICV 16. Este gen codifica la isoforma mayoritaria de la fosfoglucomutasa que
cataliza la conversion de glucosa-6-P en glucosa-1-P siendo este el primer paso necesario
para la sintesis de carbohidratos de reserva. Sin embargo, el enzima cataliza la reaccion
en los dos sentidos de forma que sdlo cuando existe un exceso de glucosa una parte se
deriva hacia la sintesis de glucdgeno y trehalosa. El resto de genes implicados en el
metabolismo de estos carbohidratos de reserva presentan niveles inferiores a 2 aunque
todos ellos muestran diferencias estadisticamente significativas y es muy curioso que
todos los genes implicados en el metabolismo del glucégeno (GSY1 (1.8), GSY2 (1.3),
GPHI (1.7)) muestran un nivel algo superior en la cepa ICV 16 y casi todos los genes
implicados en el metabolismo de la trehalosa (TPS1 (1.9), TPS2 (1.5), NTH1 (1.4),
ATHI(1.6)) tienen niveles superiores en la cepa ICV 27; la Unica excepcion en este

sentido es el gen NTH2 que presenta una expresion 1.4 veces mayor en la cepa ICV 16.
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Figura C3.1. Esquema general del metabolismo indicando los genes con expresion diferencial superior en la

cepa ICV 16 (rojo) e ICV 27 (verde).
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e Ruta de los fosfatos de pentosa. Aparece mas expresado en la cepa ICV 16 el gen TKL1

(3.2) que codifica el enzima transaldolasa. La funcion principal de esta ruta es la
generacion de NADPH (necesario para la biosintesis de acidos grasos) y de ribosa-
fosfato (necesaria para la sintesis de nucleé6tidos).

e Otros. Aparecen con niveles entre 2 y 2.5 en la cepa ICV 16 los genes DOG2 y GRE3.
DOG?2 codifica un enzima con actividad 2-desoxiglucosa 6-fosfato fosfatasa, inducido
bajo diversas formas de estrés (Gasch, A.P. y col.,, 2000) pero de funcién fisioldgica
desconocida. GRE3 codifica una aldehido reductasa que también se induce bajo diversas
condiciones de estrés (Garay-Arroyo, A. y col.,, 1999; Gasch, A.P. y col., 2000).

Considerando en conjunto todos los genes relacionados con el metabolismo de
carbohidratos y la obtencién de energia nos encontramos ante un presumible
metabolismo fermentativo mas activo en la cepa ICV 16 y una mayor proporcién de

procesos relacionados con oxidacion de compuestos organicos y respiracion en ICV 27.

Para determinar qué ocurre con la expresion de algunos de estos genes en otras fases de la

vinificacion y confirmar los resultados obtenidos mediante matrices de DNA se llevaron a

cabo reacciones de RT-PCR semicuantitativa (Figura C3.2). Se eligieron los genes FBA1

(glicolisis) y ADR1 (regulacion de gluconeogénesis y respiracion) para abarcar los dos

aspectos generales relacionados con el metabolismo de carbohidratos que hemos ido

comentando. Como vemos, se confirma una mayor expresion de FBA1 en ICV 16 y de

ADRI1 en ICV 27 a los seis dias de vinificaciéon. En cuanto al perfil a lo largo del proceso

vemos que en ambas cepas hay elevados niveles de FBAI a los dos dias pero que estos

niveles empiezan a disminuir en ICV 27 durante la entrada en fase estacionaria (seis dias),
mientras que en la cepa ICV 16 los niveles permanecen altos incluso a los 10 dias desde la
inoculacion de las células en el mosto. Considerando los resultados para ADRI lo que
observamos es un pequefio aumento de expresioén en ICV 27 a los seis dias respecto a la
expresion a dos dias y un segundo aumento en este caso mayor a los 10 dias. En ICV 16 no
parece haber cambios a seis dias y sélo se observa un aumento leve transcurridos diez
dias de vinificacion. Estos datos parecen indicar que en la cepa ICV 27 en el momento de
la entrada en fase estacionaria se producen cambios a nivel de expresion de genes

relacionados con metabolismo que probablemente se traducen en una disminucién del
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flujo glicolitico y de fermentacion frente a un aumento de procesos como gluconeogénesis
y respiracion. En contraposicion, en la cepa ICV 16, parece haber un mantenimiento del
flujo glicolitico, al menos durante los primeros diez dias, si consideramos los niveles del
gen FBA1, aunque el aumento de expresion de ADRI a diez dias probablemente indica

que el cambio metabolico en esta cepa se daria a partir de este momento.

ICV 27 | ICV 16

DAYS

Figura C3.2. RT-PCR semicuantitativa de los genes FBA1, ADR1, MUP1, ERG10, AUS1 y ACT1 (control de

carga) en las cepas ICV 16 e ICV 27 a los 2, 6 y 10 dias de la vinificacién.

2.3. Genes relacionados con transporte y metabolismo de compuestos nitrogenados.

En la cepa ICV 27 encontramos una familia estadisticamente significativa en la que
aparecen genes relacionados con transporte de aminas, poliaminas y aminoacidos y
ademads con valores muy altos de expresion relativa con respecto a ICV 16. En este grupo
se incluyen:

- AGP1 (9.8), una permeasa de aminodcidos de amplio espectro implicada en el

transporte de asparragina, glutamina y la mayoria de aminodacidos sin carga.
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- MUP1 (4.1), permeasa de metionina de alta afinidad.

- GNP1 (3.3), permeasa de glutamina de alta afinidad, aunque también transporta
leucina, serina, treonina, cisteina, metionina, glutamina y asparragina.

- SAMS3 (3.6), permeasa de S-adenosil-metionina.

- PTK1 (2.7), putativa proteina quinasa de serina y treonina que incrementa la
captacion de espermina.

- DURS3 (2.3), transportador de urea de la membrana plasmatica.

- AVT6 (2) con actividad transportadora de aminodacidos.

- AGP2 (2.1) que puede funcionar como permeasa de aminoacidos en condiciones
de limitacion de nutrientes (Schreve y col., 2004).

En la categoria de transporte de aminodcidos del Go Finder también aparecen
como significativos y con mayor expresion en ICV 27, aunque con niveles bajos, los genes
UGA4 (1.4), AVT3 (1.5), MMP1 (1.6), CAN1 (1.7), GAP1 (1.9) y BAP2 (1.9).

Dentro de esta categoria solo encontramos dos genes con mayor expresion en ICV
16, el transportador de poliaminas TPO2 (3.5) y el transportador de péptidos PTR2 (3.1).

Ademds de los genes que codifican permeasas de aminoacidos también
encontramos con mayor expresion en la cepa ICV 27 los genes MEP1 (14.7, permeasa de
amonio de relativamente alta afinidad por este compuesto), GAT1 (3.3, regulador que
controla la activacién transcripcional de genes regulados por catabolito de nitrégeno),
GLT1 (3.1, que cataliza la sintesis de glutamato a partir de glutamina y a-cetoglutarato) y
el gen DUR1,2 (2.3, implicado en el metabolismo de la urea).

En relacion con el metabolismo de aminoacidos en la cepa ICV 16 aparecen los
genes SFA1 (13), una formaldehido deshidrogenasa que participa en la degradacion de
triptéfano y fenilalanina y que esta relacionada con resistencia a estrés oxidativo, y SAH1
(2), HOM2 (1.9), YMR226C (2.3), BAT1 (2) y LEU2 (2) que estan implicados en diversos
aspectos de metabolismo de metionina, treonina, serina, homoserina, leucina, valina o
isoleucina.

Muchos de estos genes estan regulados por represion por catabolito de nitrogeno.
A destacar, por ejemplo, la presencia en ICV 27 de uno de los activadores

transcripcionales que participan en respuesta a una limitacion de nitrégeno, el factor

122



C3. EXPRESION GLOBAL

GATI. Acompanando a este gen en esta cepa también encontramos los genes AGP1, BAP2,
GAP1, GNP1, DUR1,2, DUR3 y CANT1 todos ellos regulados por disponibilidad de fuentes
nitrogenadas con participaciéon en esta regulacion de las quinasas TOR (revisado en
Hohmann y Mager (2003)). En la cepa ICV 16 so6lo aparece con mayor expresion un gen de
los regulados por esta ruta, el codificante del transportador PTR2.

Es interesante comentar que experimentos llevados a cabo con estas cepas en
mosto natural de las variedades Sauvignon blanc y Bobal han mostrado un
comportamiento de las cepas similar al mosto sintético en el primer caso y diferente en el
segundo; las vinificaciones en mosto Bobal no mostraban diferencias significativas entre
las cepas ya que ICV 27 era capaz de consumir todos los azticares presentes inicialmente
(capitulo 4). Determinando la cantidad de nitrégeno asimilable contenido en estos mostos
pudimos comprobar que el mosto Sauvignon blanc tenia una cantidad similar al mosto
sintético MS300 pero que el mosto Bobal presentaba un contenido de fuentes nitrogenadas
de casi el doble. Considerando los datos de expresion génica parece que la cepa ICV 27
esté respondiendo a una falta de nitrégeno aunque en nuestras condiciones de
vinificacién no existe limitacion de este nutriente a lo largo de toda la vinificacion. Sin
embargo, la posibilidad de completar fermentaciones en mostos con un alto contenido en
fuentes nitrogenadas podria sugerir que la capacidad de transporte en esta cepa esté
mermada (tal vez por los efectos tdxicos del etanol, aunque no podemos descartar otras
causas) de forma que sélo ante concentraciones muy elevadas es capaz de internalizar una
cantidad de nitrogeno suficiente para no desencadenar una respuesta.

Dado que esta familia de genes presentaba diferencias muy significativas
estadisticamente entre las dos cepas (transporte de aminas, Tabla C3.3) y que estas
diferencias podrian guardar relacién, como acabamos de comentar, con su
comportamiento en diferentes condiciones de vinificacion, decidimos comprobar la
expresion de uno de sus genes por RT-PCR. Se opt6 por el estudio del gen MUP1 porque
presenta niveles altos de sobreexpresién en ICV 27 y porque los niveles de metionina
intracelular pueden tener relaciéon con resultados relativos a producciéon de aromas y/o
detoxificacion de compuestos que se discutirdn mas adelante. Como vemos (Figura C3.2),

los niveles de mensajero de MUP1 son mayores en ICV 27 y, ademas, se mantienen altos
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durante el periodo estudiado. Sin embargo, en ICV 16, los niveles de partida (2 dias de
vinificacion) son mas bajos y ademas disminuyen a medida que progresa la fermentacion.
Estos resultados parecen confirmar la necesidad de un transporte activo de compuestos

nitrogenados en la cepa ICV 27.

2.4. Metabolismo y transporte de esteroles.

Una buena parte de los genes que codifican enzimas implicados en la ruta de
biosintesis de ergosterol muestran niveles mas elevados de expresion en la cepa ICV 16
(ERG10 (2.5), IDI1 (2.5), ERG13 (2.3), ERG26 (2.3), ERG20 (2.3), ERG9 (1.5) y ERG4 (1.4),
Figura C3.3).

Acetil-CoA
lERGIﬂ 2.5)
Acetoacetil-CoA
i ERG13 (2.3)

Isopentenil-PP

. IDI1(2.5)
| ERG20 (23)
v

Farnesil-PP

i ERGY(1.5)
A

Zimosterol

+ ERG26 (2.3)
| ERG4(1.9)
v

Ergosterol

Figura C3.3. Esquema simplificado de la ruta de sintesis de ergosterol donde se indican los genes que
aparecen en nuestro analisis y el nivel de sobreexpresion en la cepa ICV 16. Las flechas discontinuas indican

varias etapas enzimaticas.

Como se comentd en la introduccion una buena proporcion de ergosterol estda muy
relacionada con la capacidad fermentativa, la resistencia a etanol y el transporte a través
de membrana, con lo que puede ser un factor importante que explique las diferencias
encontradas en nuestras dos cepas. Sin embargo, la sintesis estd muy influenciada por la

presencia de oxigeno de manera que, en vinificaciones con adiciones puntuales de
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oxigeno y con disponibilidad de factores anaerobios, se ha visto que esta ruta consume
aproximadamente el 30-40% del oxigeno (Rosenfeld, E. y col., 2003). Teniendo en cuenta
que nuestros experimentos de vinificacién se llevan a cabo en un medio sintético que
contiene ergosterol y factores anaerobios y se toman muestras a lo largo del proceso, con
la consiguiente aireacion, los resultados obtenidos sugieren que la cepa ICV 16 podria
disponer de una mayor capacidad de biosintesis de esteroles, lo que conduciria a una
mayor resistencia a condiciones de estrés, a un transporte a través de membrana menos
afectado por el etanol y a una mayor actividad fermentativa.

También con mayor expresion en ICV 16 encontramos los genes CYB5 (6.2), que
codifica el citocromo b5 (una proteina de membrana del reticulo endopldsmico que, junto
con la NADH citocromo b5 reductasa, cataliza la reaccién 14 de desmetilacion de
esteroles) y ARE2 (2.2) que es uno de los dos genes de levadura que codifican proteinas
con actividad esterasa de esteroles y también esta regulado por oxigeno.

En contraposicion, en la cepa ICV 27, aparecen varios genes relacionados con el
transporte de esteroles: los genes AUSI (3.1), DAN1 (2.4) y PDR11 (2). Se ha visto que la
inactivacion de AUSI y PDR11 provoca graves defectos de crecimiento en anaerobiosis
observandose un fenotipo idéntico al causado por privacion simultdnea de oxigeno y
esteroles en el medio de cultivo (Wilcox, L.J. y col., 2002).

Para profundizar en los resultados obtenidos en esta categoria se analizo, en primer
lugar, el nivel de expresion de los genes ERG10 (relacionado con biosintesis de ergosterol)
y AUSI (relacionado con transporte de ergosterol) por RT-PCR a 2, 6 y 10 dias de
vinificacion. Como se observa en la Figura C3.2 la cepa ICV 27 tiene niveles mas altos de
mensajero de ERG10 a 2 dias pero éstos son inapreciables a 6 dias mientras que en ICV 16
a este tiempo si detectamos algo de expresion del gen. A los 10 dias los niveles aumentan
en la cepa ICV 27. En cuanto a AUSI observamos mayores niveles en ICV 27 a 2 dias de
vinificacion, una disminucién en la cantidad de mensajero en las dos cepas a 6 dias y, a 10
dias, un mantenimiento de los niveles en ICV 27 y una disminucién bastante acusada en
ICV 16.

En segundo lugar, dado que conservabamos muestras de células procedentes de 5

dias de las mismas vinificaciones decidimos analizar el contenido en ergosterol en las
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mismas. Asi, obtuvimos 1.65 y 1.2 pg/unidad DOew en las muestras de dos cultivos
procedentes de ICV 16 y 0.98 y 0.85 ug/unidad DOsw en las muestras procedentes de ICV
27. Aunque las diferencias no son muy amplias todos estos resultados parecen indicar una
capacidad de sintesis (a nivel transcriptomico) y una cantidad de ergosterol algo mayor en
ICV 16 en momentos cercanos a la llegada a fase estacionaria lo que podria conferirle a
esta cepa una resistencia algo mayor al etanol producido. Ademas, dado que los niveles
de ERGI0 varian a lo largo de la vinificaciéon seria conveniente analizar cdmo varia el
contenido en ergosterol durante todo el proceso en las dos cepas para intentar

comprender mejor la posible relevancia de estos resultados.

2.5. Genes relacionados con presencia/ausencia de oxigeno.

Aparecen con expresion diferencial entre las dos cepas consideradas muchos genes
relacionados con la disponibilidad de oxigeno por lo que es conveniente evaluar estos
resultados. Hay que tener en cuenta que en estos experimentos hay una cierta aireacion
del cultivo en el momento de la toma de muestras. Aunque la vinificaciéon en bodega se
lleva a cabo en su mayor parte en condiciones anaerobias en algunas ocasiones puede
haber una cierta inyeccion de oxigeno, por ejemplo durante los remontados realizados en
la elaboracién de vinos tintos o en las agitaciones llevadas a cabo cuando se observa un
enlentecimiento del consumo de aztcares.

En nuestro estudio hemos encontrado con diferencias significativas algunos de los
reguladores principales de la respuesta de las levaduras a los niveles de oxigeno: los
genes HAP1 y HAP2 (con niveles 2 y 1.9 veces mayores respectivamente en ICV 27) y
ROX1 (con nivel 3.5 veces superior en ICV 16). Parece que estos genes estan regulados por
los niveles de hemo y se sabe que Haplp, junto con el complejo Hap2/3/4/5p activa la
transcripcion de muchos genes llamados “aerdbicos” y de algunos “hipdxicos” y que
ROX1 acttia como represor de muchos genes “hipdxicos”, entre ellos el factor implicado
en el inicio de la traduccion ANBI (expresion 3.9 veces mayor en ICV 16) (Zitomer, S. y
col,, 1992; Deckert, J. y col,, 1995; Kwast, K.E. y col., 1999). También aparece en nuestro
analisis y con niveles 3.6 veces mayor en ICV 16 otro gen implicado en el inicio de la

traduccion que sélo se expresa en condiciones aerobias (HYP2 (3.6)). Debemos destacar
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también que la transcripcion de ROX1I esta activada por HAP1. Aunque teniendo en
cuenta los niveles de expresion de estos reguladores encontramos ciertos datos a priori
contradictorios (fundamentalmente la mayor expresiéon de ROX1 y ANBI en la misma
cepa) hay que tener en cuenta que la regulacion por oxigeno (al igual que ya se explico
para los nutrientes) es muy compleja y depende de diversos factores, y que la actividad de
factores de transcripcion muchas veces esta mas regulada a nivel de actividad de proteina
que a nivel de transcripcién.

Otro gen regulador que parece relacionado con estos aspectos es GAT1 (3.3, ICV27)
que, aunque estd principalmente relacionado con la respuesta a limitacion de nitrédgeno
(como vimos en el apartado 2.3), se ha visto que también podria regular OLE1, el gen
codificante de la desaturasa de acidos grasos A9 (Nakagawa, Y. y col.,, 2001). Segtn el
modelo propuesto por estos autores, en condiciones anaerobias en ausencia de acidos
grasos insaturados, probablemente los factores GIn3p y Gatlp se unirian al elemento O2R
del promotor de OLE1 para regular un uso eficiente del oxigeno limitante. En esta
induccién transcripcional estaria implicada la cadena respiratoria mitocondrial y la
citocromo c oxidasa seria probablemente el sensor para el oxigeno (Kwast, K.E. y col.,
1999). De acuerdo con esto encontramos en la cepa ICV 27 un nexo transcripcional entre
limitacién de nitrogeno, metabolismo de acidos grasos y respiracion.

Por otra parte, en la categoria Go Finder relacionada con metabolismo de especies
reactivas del oxigeno (categoria de respuesta a estimulos, oxidativo, Tabla C3.4) aparecen
varios genes sobreexpresados en la cepa ICV 27: SRX1 (7.8) CTA1 (4.2), SNQ2 (4.1) y, con
niveles inferiores a 2.5, SOD1 (1.2), CYR1 (1.3), CCP1 (1.3), SKN7 (1.5), ALO1 (1.6), RIM15
(1.7), YFH1 (1.9), GPX1 (1.9) y YAP1 (2.1). Directamente relacionados con la respuesta a
estrés oxidativo encontramos también en esta cepa el gen OYE3 (2.7) que codifica una
NADPH deshidrogenasa inducida por Yaplp en respuesta a estrés oxidativo y, con
niveles mas bajos, GSH1 (2.3) implicado en la sintesis de glutation, molécula clave en el
mantenimiento del balance redox celular.

Dentro de la categoria de transporte de iones y homeostasis celular y también
relacionados con la respuesta a estrés oxidativo encontramos 2 genes con mayor expresion

en ICV 16: AHP1 (2.8) y TSA1 (2), que codifican tiorredoxina peroxidasas. Quiza tenga
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relacion con este resultado la mayor expresion en la misma cepa de TKL1, que forma parte
de la ruta de los fosfatos de pentosas, importante para la regeneracion de NADPH,
utilizado por ejemplo por el sistema tiorredoxina. Debemos senhalar que la funcién
fisiologica de estas dos proteinas en condiciones de laboratorio parece relegada a fase de
crecimiento exponencial mientras que Prxlp (que no muestra diferencias significativas
entre cepas en nuestro estudio) parece ser la peroxidasa mas inducida durante el cambio
diduxico y la fase estacionaria.

Es dificil interpretar todos estos resultados. En cualquier caso, como la toma de
muestra se realizd en las mismas condiciones en las dos cepas podemos suponer que la
cantidad de oxigeno disponible debe ser similar en ambas. Por este motivo, la deteccion
en ICV 27 de mayores niveles de genes como CTAI y SODI, directamente relacionados
con la detoxificacion de especies reactivas del oxigeno, sugiere que podria haber una
mayor actividad respiratoria en esta cepa lo que también guardaria relacion con la mayor

expresion en ICV 27 de genes implicados en respiracion (apartado 2.2).

2.6. Genes relacionados con el transporte de iones y la homeostasis celular.

Una categoria altamente representada en la cepa ICV 27 es la de transporte de iones
sodio, donde aparecen en este analisis los genes ENA2 (6.9), ENA5 (6.3) y ENA1 (6.2). Los
tres codifican bombas ATPasas transportadoras de cationes hacia el exterior celular con lo
que estan relacionadas con la resistencia a iones Na* y Li*. En la interpretacién de estos
resultados debemos ser cautos ya que estos genes forman un claster de 5 miembros con
una identidad de secuencia del 98%, aunque también es cierto que todos parecen tener un
nivel de transcripcidn bajo y constitutivo, excepto ENAI1. Este gen se encuentra regulado
por varias condiciones de estrés, entre otras por ayuno de nutrientes mediada por el
regulador transcripcional Gatlp (Crespo y col, 2001) lo que refuerza el perfil
transcripcional global de respuesta a limitacion de nutrientes mostrado por esta cepa.

En la cepa ICV 16 encontramos varios genes relacionados con la homeostasis celular:
PMA1 (3.2), VCX1 (2.9), CUP9 (2.7) y los ya comentados AHP1 y TSA1, implicados en el
mantenimiento del equilibrio redox. Pmalp es una ATPasa transportadora de cationes,

que bombea protones hacia el exterior de la célula (Carmelo, V. y col., 1996) y es la
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principal reguladora del pH del citosol. Vcx1p es una proteina vacuolar que interviene en
la homeostasis de calcio, a través de su papel en el intercambio H*/Ca? (Cunningham,
KW. y col,, 1996). Cup9p es una proteina de unién a DNA que regula la expresion de
genes implicados en homeostasis de cobre y permite a las levaduras resistir elevadas
concentraciones de este metal ya sea en presencia de fuentes de carbono fermentables o no
fermentables (Knight, S.A. y col., 1994).

También el la cepa ICV 16 aparece en mayor nivel el gen FTR1 (3.4), que forma parte
del sistema de transporte de hierro de alta afinidad (Stearman, R. y col., 1996). Este gen
también esta regulado por el oxigeno disponible de manera que se observa una
disminucion de los niveles de mRNA bajo condiciones de hipoxia (Vasconcelles, M.]. y

col., 2001).

2.7. Genes relacionados con la respuesta a estimulos.

Dentro de las categorias que ya hemos ido comentando hemos visto varios genes
que muestran una expresion diferencial en respuesta a diferentes condiciones de estrés.
Ahora nos centraremos en los genes catalogados dentro de las categorias de respuesta a
estrés y de respuesta a estimulos por el Go Finder.

Sobre todo en la cepa ICV 27 aparecen mas expresados muchos genes de estas
categorias que se pueden subclasificar a su vez en:

e Respuesta a drogas.

- Encontramos los genes PDR10 (8.5), SNQ2 (4.1), PDR5 (3), PDR15 (2.7), YOR1 (2.5),
SNGI1 (2.5) y PDR1 (2.1). Pdrlp y Pdr3p, son factores transcripcionales con dedos de
Zn que regulan la resistencia multiple a drogas a través del control sobre la
transcripcion de genes codificantes de proteinas ABC (Wilcox, L.J. y col,, 2002),
encargadas del bombeo de drogas hacia el exterior de la célula, como PDR5, 10 y 15,
SNQ2 y YOR1. Ademas Pdr3p activa la transcripcion tanto de PDR1 como de PDR3.
Aunque esta familia de genes se caracterizd porque confieren resistencia al
tratamiento con muy diversas drogas, hay diferentes estudios que apuntan a que
pueden tener ademas otras funciones fisioldgicas como el transporte de acidos débiles

o de conjugados de glutatién con compuestos de azufre (Wolfger, H. y col., 2001). Se
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ha visto, ademads, que el mutante pdr] muestra defectos de crecimiento en fuentes de
carbono no fermentables y en algunas condiciones de estrés (Bauer, B.E. y col., 1999;
Rank, G.H. y col., 1976) y muchos de ellos estan regulados, entre otros, por Msn2/4p
y/o por Yaplp.

- Con niveles entre 1.8 y 2.2 en ICV 16 encontramos los genes PDR17 y PDR16 pero estos

son dos genes muy homdlogos que afectan a la biosintesis de lipidos (Van Den Hazel,
H.B. y col., 1999) (categoria en cierta medida sobrerrepresentada en ICV 16) de manera
que podrian conferir la resistencia a drogas a través de un efecto sobre la composicion
de lipidos de membrana. También aparece en esta cepa el gen RDSI (4.1) que esta

implicado en la respuesta a sustancias quimicas.

Respuesta a estrés.

- Aqui encontramos con mayor expresion en ICV 27 los genes RAD55 (2.5) y RDH54
(2.9, que participan en mecanismos de reparacion por recombinacion homologa),
SSA3 (3.3, que codifica una proteina de la familia Hsp70 que esta implicada en la
respuesta a diversos tipos de estrés), SIP18 (3.8, que esta relacionado con respuesta a
desecacion y a estrés osmotico) y XBP1 (4.5, que es un regulador de la transcripcion).
- En la categoria especifica de respuesta a estrés también aparecen varios genes con
una expresion superior en ICV 16: SSA4 (3.9) que forma parte también del complejo
Hsp70, UBC4 (2.8) que esta relacionada con degradacién de proteinas por
ubiquitinacion, YHBI (2.1), represor de ciclinas inducido en diversas condiciones de
estrés, RVS161 (2.3), regulador de procesos relacionados con citoesqueleto frente a
condiciones de estrés, MSN4 (2.4) que codifica uno de los factores transcripcionales
implicados en la activacion de la ruta general de respuesta a estrés y HSP26 (2.3) que
es otra proteina de respuesta a choque térmico que participa en la respuesta a

muchas condiciones adversas para el crecimiento de las levaduras.

Respuesta a temperatura. Junto con otros genes ya descritos, como HSP26, debemos
considerar aqui por su mayor expresion en ICV 27 SPL2 (3), que codifica una

proteina relacionada con inhibicion de actividades enzimaticas.
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Tabla C3.4. Agrupacion en categorias de los genes expresados diferencialmente en las

cepas ICV 16 e ICV 27. Se indica entre paréntesis el nivel de expresion diferencial.

Categorias funcionales ICV 16 ICV 27
HXT3 (7.1), HXT4 (2.4), HXT1
T t HXT5 (3.4
ransporte (1.8), HXT16 (1.3) >G4

FBA1 (2.8), ENO1 (3), ENO2 (3),
Fermentacion, glicslisisy | P27 (49) TDHL(2.3), TDH2 - CATS (238), SIP4 (3.3, PCK1
: . (2.4), TDH3 (2.5), GPM1 (2.3), (2.1), GPM3 (2.2), FBP1 (1.4),
FHCONEOgENEsIs PGI1 (2.3), PFK2 (2.1), ADH1 ADRI (3.6), GUT2 (3.2)
(2.8), ADH2 (2.5), ADH6 (2)

Cido de YJL045W (7.5), FUM1 (1.3),
Krebs CIT1 (2.5), LSC2 (2.6) IDH?2 (1.3), KGD1 (1.5), ACO1
(1.6), SDH2 (1.7)

ACS1 (3.1), AGP2 (2.1), POX1
(1.9), PEX10 (2.6), PEX29 (1.3),

carbohidratos | compuestos y B- PEXI8 (1.5), YOR084W (1.5),
.. S, PEX22 (1.7), PEX3 (1.7),
orgdnicos y | oxidacion PEX10 (2.6), ADR1 (3.6), CTA1
respiracion (2.5), CRC1 (3)
ATPsintasa NCA3 (2.6), NCA2 (2.1)
Oxidacion
NADH NDE2 (3.7), GUT2 (3.2)
Otros ISF1 (2.6), BCS1 (2.1), HAP1
(2), HAP2 (1.9)
Glucégeno y trehalosa PGM?2 (2.1), GSY1 (1.8), GSY2 TPS1 (1.9), TPS2 (1.5), NTH1
(1.3), GPH1 (1.7), NTH2 (1.4) (1.4), ATH1 (1.6)
Fosfatos de pentosa TKL1 (3.2)
Otros GRE3 (2.1), DOG2 (2.1)

MEP1 (14.7), GAT1 (3.3),
AGP1 (9.8), MUP1 (4.1), GNP1
(3.3), SAM3 (3.6), PTK1 (2.7),
Transporte TPO2 (3.5), PTR2 (3.1) DURS3 (2.3), AVT6(2) , AGP2
Nitrogeno (2.1), UGA4 (1.4), AVT3 (1.5),

MMP1 (1.6), CAN1 (1.7),
GAP1 (1.9), BAP2 (1.9)

SFA1 (13), SAH1 (2), HOM2 (1.9), GATI (3.3), GLT1 (3.1),

Metabolismo YMR226C (2.3)(,2§BAT1 (2), LEU2 DUR12 (2.3)
Transport AUS1 (3.1), DAN1 (2.4),
ansporte PDRI11 (2)
CYB5 (6.2), IDI1 (2.5), ARE2 (2.2),
Esteroles
Metabolismo ERGI10 (2.5), ERG13 (2.3), ERG20
(2.3), ERGY (1.5), ERG4 (1.4),
ERG26 (2.3)

HAP1 (2), HAP2 (1.9), SRX1 (
7.8), CTA1 (4.2), SNQ2 (4.1),
Genes relacionados con presencia/ausencia ROX1 (3.5), ANB1 (3.9), HYP2 SOD1 (1.2), CYR1 (1.3), CCP1
de oxigeno (3.6), AHP1 (2.8), TSA1 (2) (1.3), SKN7 (1.5), ALO1 (1.6),
RIM15 (1.7), YFH1 (1.9), GPX1
(1.9), YAP1 (2.1)
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Categorias funcionales

ICV 16

ICV 27

Transporte de iones y homeostasis celular

FTR1 (3.4), PMA1 (3.2), VCX1
(2.9), CUP9 (2.7), AHP1 (2.8),
TSAI (2)

Drogas

PDR16(2.2), 17 (1.8), *RDS1 (4.1)

Estrés

SSA4 (3.9), UBC4 (2.8), YHBI1
(2.1), RVS161 (2.3), MSN4 (2.4),
HSP26 (2.3)

Temperatura

Respuesta a
estimulos

Feromonas

Senalizacion celular

Oxidativo

Metabolismo y cambios en el DNA

Meiosis, mitosis y organizacion y
biogénesis de la pared celular

y funciones
vacuolares

Proteolisis, autofagia

Biosintesis acidos
nucleicos

Procesamiento y
modificaciéon RNA

Otros
Metabolismo y
transporte de acidos
grasos

Modificacion de
proteinas

Otros

YCL074W (4.8), YER138C (2.5),
YMLO39W (2.4), YFLO02W-A
(2.4), YMRO50C (2.2), YRF1 (2.4-
2.5)

PIR2 (2.5), PIR3 (2.8), GAS1 (2.7),
TIP1 (2.5), MUC1 (6.1)

UBC4 (2.8), YPS1 (3)

SRL1 (2.5), URA10 (2.2), NPT1
(2.3), BNA6 (2.3), AAH1 (2.4)

REX3 (3.2)

ELO1 (2.5), DPL1 (2.5), YPC1
(2.1), SAC1I (2.6), SCS7 (2.3)

ENA2 (6.9), ENA5 (6.3), ENA1
(6.2)

PDR10 (8.5), SNQ2 (4.1),
PDR5 (3), PDR15 (2.7), YOR1
(2.5), SNG1 (2.5), PDR1 (2.1)

RADS55 (2.5), RDH54 (2.9),
SSA3(3.3), SIP18 (3.8), XBP1
(4.5)

SPL2 (3)

HBT1 (5.1), CSN9 (3.2), FUS3
(3.2)

FUS3 (3.2), TPK1 (2.7), IRA2
(3.3)

SRX1 (7.8), CTA1 (4.2), SNQ2

(4.1), OYE3 (2.7), GSH1 (2.3),

SOD1 (1.2), CYR1 (1.3), CCP1

(1.3), SKN7 (1.5), ALO1 (1.6),

RIM15 (1.7), YFH1 (1.9), GPX1
(1.9), YAP1 (2.1)

ZIP2 (4.5), RDH54 (2.9),
RAD55 (2.5), HOP1 (1.9),
RCK2 (2.1), SPO22 (2.2),
YBLO09W (2.2), DST1 (2),
MCM16 (3.7), SPC24 (2.9),
CTF19 (2.2), CSM2 (2.6), MPS2
(3.9), ECM12 (4.1), ECM5 (3.1),
ECMS (2.4), FMP45 (6.8),
SPS22 (3.3), KTR7 (2.5), SMK1
(2.2), FLO9 (5.9), FLO5 (5.1),
FLO1 (3.4), NRG2 (2.5)

MONT1 (2.6), ATG2 (1.4),
ATGI11 (1.6), ATG15 (2.7),
CVT17 (2.7)

URA2 (3.9)

PTA1 (2.6), TAD2 (2.8)

PEX10 (2.6), PEX29 (1.3),
PEX28 (1.3), PEX2 (1.4),
PEX18 (1.5), YOR084W (1.5),
PEX22 (1.7), PEX3 (1.7),
PEX10 (2.6), POX1 (1.9),
ADR1 (3.6), AGP2 (2.1), CTA1
(2.5), CRC1 (3), PXA1 (2.4),

SFH5 (3.1)

SDS3 (3.4), MNN5 (2.8), KNS1
(2.5), SMK1 (2.2), RCK2 (2.1)

PRM?7 (6), SCM4 (3.2), CLN3 (2.5)

SLY41 (3.6)
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Respuesta a feromonas. HBT1 (5.1), CSN9 (3.2) y FUS3 (3.2) aparecen también mads

expresados en ICV 27.

Sefializacion celular. Ya hemos visto que en la cepa ICV 27 aparecen muchos genes

reguladores de ciertos procesos y ademas también se encuentran en mayor nivel
algunos transcritos correspondientes a proteinas que forman parte de cascadas de
sefalizacion intracelular como FUS3 (3.2, MAP quinasa de la ruta de respuesta a
feromonas), TPK1 (2.7, subunidad catalitica de la PKA) o IRA2 (3.3, regulador
negativo de la actividad de proteinas Ras). Es muy dificil sacar conclusiones a partir
de los niveles de expresion de estos genes ya que tienen sistemas de regulacion muy
complejos y, ademas, la regulacion principal se lleva a cabo a nivel de proteina, por
ejemplo por fosforilacion en el primer caso o a través de complejos con subunidades
reguladoras en el segundo.

Respuesta a estrés oxidativo. En el apartado relacionado con la respuesta a presencia

/ausencia de oxigeno ya se ha comentado que aparecen varios genes mas expresados
en ICV 27 relacionados con la respuesta a estrés oxidativo que participan en la
detoxificacion de especies reactivas del oxigeno. Ademads encontramos con niveles
2.1y 1.5 veces superior a los de ICV 16 los principales reguladores de la respuesta a
este tipo de estrés, los factores de transcripcién Yaplp y Skn7p.

Considerando en conjunto los resultados de esta categoria parece que la cepa ICV 27

esté respondiendo a estimulos de muy diverso tipo. Dado que la composiciéon del medio

de partida es idéntico para las dos cepas lo que estos resultados podrian sugerir es un

cambio metabolico en ICV 27 que obligue a la célula a poner en marcha mecanismos de

detoxificacion como la respuesta multiple a drogas (que como ya comentamos también

participa en procesos fisiologicos) o la eliminacion de especies reactivas del oxigeno.

Resultan muy llamativos los niveles de SNQ2 (Figura C3.2) en estas cepas a 2, 6 y 10 dias

de vinificacién. Estos resultados confirman la diferencia de niveles detectada en las

micromatrices y muestran que la expresiéon maxima en ICV 27 ocurre a los 6 dias, lo que

parece indicar que el cambio metabolico podria darse en momentos cercanos a este punto.
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Como vemos en la Figura los niveles de mensajero para este gen en la cepa ICV 16 a lo

largo de la vinificacion son practicamente indetectables.

2.8. Genes relacionados con metabolismo y cambios en el DNA.

Nos encontramos principalmente con dos subgrupos de genes que presentan

expresion diferencial entre las dos cepas:

Transposicion de elementos Ty. Aparecen sobreexpresados en la cepa ICV 16 los

genes YCL074W (4.8), YER138C (2.5) y con niveles por debajo de 2.5 YML0O39W (2.4),
YFLOO2W-A (2.4) y YMRO050C (2.2). Estos genes codifican proteinas necesarias para la
retrotransposicion. Las levaduras vinicas, como se comentd en la introduccion, son
homotalicas y altamente heterocigdticas (Barre, P. y col., 1993; Codon, A.C. y col.,
1995) y muestran un elevado grado de polimorfismo en la longitud de sus
cromosomas (Bidenne, C. y col., 1992; Rachidi, N. y col,, 1999). La capacidad de
cambiar su genoma esta incrementada por la existencia de ciclos mitoticos y
meioticos. Ademads, las cepas vinicas tienen la capacidad de reorganizar sus
cromosomas durante el ciclo mitotico (Longo, E. y col.,, 1993) y se han descrito
translocaciones mediadas por elementos Ty (Rachidi, N. y col, 1999),
entrecruzamiento mitdtico (Aguilera, A. y col., 2000) y conversion génica (Puig, S. y
col., 2000c) como mecanismos para provocar cambios adaptativos mas rapidos.
Estos datos podrian indicar una mayor plasticidad genotipica en ICV 16 pero, como
veremos mas adelante, en ICV 27 aparecen genes relacionados con meiosis que
también podrian estar relacionados directa o indirectamente con cambios a nivel
gendmico y mecanismos adaptativos.

Mantenimiento de telomeros telomerasa-independiente. Aparecen con niveles entre

24y 25 en la cepa ICV 16 muchos de los genes YRFI. Estos genes codifican
helicasas Y’ necesarias para el mantenimiento de telémeros independiente de
telomerasa (Yamada, M. y col., 1998). Se sabe que la presencia de estos elementos es
muy variable entre cepas y, ademads, presentan todos ellos una elevada homologia
(Louis, E.J. y col, 1992) con lo que no se pueden sacar conclusiones a partir

unicamente de estos datos.
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La diferencia en los niveles de expresion de este grupo de genes parece simplemente
confirmar la diferencia genotipica encontrada en cepas vinicas aisladas de diferentes

origenes.

2.9. Meiosis, mitosis y organizacion y biogénesis de la pared celular.

En la cepa ICV 27 aparece un grupo heterogéneo de genes que participan de una
manera mas o menos directa en division celular mediante meiosis o mitosis.

En relacion directa con meiosis, y en algunos casos con mitosis, se observa mayor
expresion en ICV 27 de:

- Genes relacionados con la formacién del complejo sinaptonémico (ZIP2 (4.5) y HOP1
(1.9)).

- Recombinacion (RDH54 (2.9) y RAD55 (2.5)).

- Segregacion de cromosomas (MCM16 (3.7), SPC24 (2.9), CTF19 (2.2) y CSM2 (2.6))

- Otros aspectos: MPS2 (3.9, que codifica una proteina constituyente del citoesqueleto que
interviene en anafase), RCK2 (2.1, proteina quinasa relacionada con inhibicidon de meiosis),
SPO22 (2.2, proteina especifica de meiosis con similitud a la fosfolipasa A2), YBLOO9W
(2.2) y DST1 (2).

Tanto en la cepa ICV 16 como en la cepa ICV 27 aparecen algunos genes dentro de la
categoria de organizacion y biogénesis de la pared celular, proceso fundamentalmente
activo durante periodos de division celular. En ICV 16 hay mayor expresion de PIR2 (2.5,
codificante de la proteina de choque térmico Hsp150p), PIR3 (2.8), GAS1 (2.7) y TIP1 (2.5)
y en ICV27 encontramos los genes ECM12 (4.1), ECM5 (3.1) y ECM8 (2.4), junto con
FMP45 (6.8), SPS22 (3.3), KTR7 (2.5) y SMK1 (2.2, MAPK implicada en el ensamblaje de la
pared de la espora). Con niveles inferiores a 2.5 encontramos, dentro de esta categoria, 2
genes mas expresados en la cepa ICV 16 y 29 en la ICV 27.

Aparecen también genes en relacion con cambios morfologicos que muestran una
expresion diferencial. En la cepa ICV 27 hay una mayor expresion de los genes FLO9 (5.9),
FLO5 (5.1) y FLO1 (3.4). Otra de las respuestas fisioldgicas de las levaduras a la limitaciéon
de nutrientes es mostrar un crecimiento pseudofilamentoso y se sabe que algunos genes

FLO participan en este proceso. Relacionado también con crecimiento invasivo y con
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mayor expresion en esta cepa aparece NRG2 (2.5). Sin embargo, también esta directamente
relacionado con esta respuesta el gen MUCI (de expresion regulada por Flo8p) que
aparece 6.1 veces mas expresado en la cepa ICV 16. En la regulacion del cambio
morfoldgico se sabe que participa la ruta de la PKA (revisado en Hohmann y Mager
(2003)) pero también hay otros factores implicados, por lo que la evaluacidon de este
resultado es complicada. Ademas se ha visto que la susceptibilidad a este cambio es un
caracter muy variable en las diferentes cepas (Kron, S.J., 1997; Liu, H. y col., 1996; Stanhill,
A.y col., 1999).

Considerando en conjunto este grupo tan heterogéneo de genes la conclusion es
similar a la obtenida en el punto 2.7; entre cepas vinicas hay una elevada plasticidad
genotipica que lleva asociada diferentes mecanismos de proliferacion celular,

pseudofilamentacion, capacidad de formar esporas...

2.9. Otros.

e Proteolisis, autofagia v funciones vacuolares: Aparecen algunos genes con mayor

expresion en ICV 16 y otros en ICV 27 por lo que no podemos predecir si hay una
diferencia entre las cepas en este tipo de procesos. Con niveles superiores a 2.5
encontramos, en ICV 16, UBC4 (2.8) relacionada con degradacion por ubiquitinacion e
YPS1 (3) que es una proteasa vacuolar. En ICV 27 encontramos 4 genes dentro de la
categoria de autofagia del Go Finder, MONT1 (2.6), ATG2 (1.4), ATG11 (1.6) y ATG15
(2.7) y también encontramos CVT17 (2.7), que codifica un enzima con actividad lipasa
en la vacuola, necesario para la lisis de cuerpos de autofagia en dicho organulo.

¢ Biosintesis de bases y dcidos nucleicos: En la cepa ICV 16, con niveles entre 2.2 y 2.5

superiores, encontramos un grupo de genes (SRL1 (2.5), URA10 (2.2), NPT1 (2.3),
BNA6 (2.3) y AAH1 (2.4)) relacionados con biosintesis de bases, nucledsidos,
nucledtidos y 4cidos nucleicos. Sin embargo, en ICV 27 también encontramos un gen
dentro de esta categoria, el gen URA2 (3.9), que participa en la biosintesis de
pirimidinas, por lo que es dificil adivinar cudl de las dos cepas presenta un

metabolismo mas activo en este sentido.
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Procesamiento y modificaciéon del RNA: Encontramos con mayor nivel de mensajero

en ICV 27 PTA1 (2.6), factor de especificidad de corte y poliadenilacion y TAD2 (2.8)
que participa en modificacion de tRNA. Relacionado con procesamiento de RNA en
ICV 16 aparece sobreexpresado el gen REX3 (3.2).

Metabolismo y transporte de dcidos grasos. En ICV 27 parece haber, como se comento

en el apartado de generacion y transporte de acetil-CoA, una mayor actividad de
degradacion de acidos grasos ya que aparecen incrementados en esta cepa genes
relacionados con organizacién y biogénesis del peroxisoma, genes implicados en el
transporte de acidos grasos al peroxisoma y en el transporte de acetil-CoA desde
peroxisoma a mitocondria y genes que participan directamente en la B-oxidacion.
Ademas encontramos ADRI que codifica un activador transcripcional diana de la
PKA que participa en la estimulacién de la gluconeogénesis y de la degradacion de
acidos grasos peroxisomal. En contraposicion, en la cepa ICV 16, parece haber una
mayor actividad de biosintesis de acidos organicos, proceso regulado positivamente
por la PKA, ya que aparece el gen ELO1 (2.5) que codifica la elongasa de acidos grasos
insaturados. Ademds aparecen en esta cepa genes relacionados con metabolismo de
esfingolipidos (DPL1 (2.5)), ceramidas (YPCI (2.1)), biosintesis de fosfatidilinositol
(SAC1 (2.6)) e hidroxilacion de 4cidos grasos de cadena muy larga (SCS7 (2.3)). En ICV
27 aparece el gen SFH5 (3.1) que estd relacionado con transporte de fosfatidilinositol.

Modificacion de proteinas. Aparece mas expresado en ICV 27 el gen SDS3 (3.4) que es

un componente necesario para la estabilidad del complejo histona desacetilasa Rpd3-
Sin3 (Lechner, T. y col.,, 2000). Se ha descrito que este complejo participa en la
represion de genes que codifican proteinas ribosomales, TRNA y tRNA tras un
tratamiento con rapamicina, un inhibidor de las quinasas TOR que mimetiza un
estado de ayuno de nutrientes (Kurdistani, S.K. y col., 2002). Curiosamente aparecen
46 genes codificantes de proteinas ribosomales nucleares significativamente mas
expresados (aunque con poca diferencia de nivel) en ICV 16 y ninguno en ICV 27.
También relacionados con modificacion de proteinas encontramos el gen MNN5 con
participacion en glicosilacion (2.8) y los genes KNS1 (2.5), SMK1 y RCK2 relacionados

con fosforilacion. El alcance de estos cambios de expresion no es facil de determinar,
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pero puede indicar modificaciones en regulaciéon y metabolismo entre las cepas.
Resulta significativo que estas modificaciones en los aminoacidos determinan
alteraciones en la carga total de las proteinas y, como veremos mas adelante, hemos
detectado especies proteicas que presentan diferente punto isoeléctrico
diferencialmente expresadas en las cepas.

¢ Finalmente, también nos encontramos con algunos genes con expresion superior a 3;

en la cepa ICV 27 el gen SLY41 (3.6), implicado en el transporte reticulo endopldsmico-

Golgi, y en la cepa ICV 16 un gen relacionado con conjugacién (PRM7 (6)) y dos con
ciclo celular (SCM4 (3.2) y CLN3 (2.5)).

3. Expresion proteica diferencial mediante electroforesis bidimensional.

3.1. Relacion de proteinas que mostraron expresion diferencial.

Dado que en definitiva son las proteinas las moléculas responsables de conducir la
mayoria de procesos celulares, en este trabajo decidimos completar la informacién
obtenida sobre expresion génica con el andlisis de perfiles proteicos de estas cepas en el
mismo punto de la vinificacion.

En la Figura C3.4 se muestra uno de los geles analiticos obtenidos para cada cepa y
se identifican con niimeros las manchas que han resultado tener una expresion diferencial
en al menos 8 de los geles realizados con cada una. Las manchas que no van acompafiadas
del nombre de una proteina y que se muestran en cursiva también mostraron una
expresion diferencial pero no ha sido posible su identificacion por espectrometria de
masas MALDI-TOF/TOF. En la Tabla C3.5 se indican todas las manchas que muestran una
expresion diferencial en ambas cepas junto con la masa molecular y el punto isoeléctrico
experimental obtenido mediante el programa Melanie 3.0. En el caso de las proteinas
identificadas se muestra la masa molecular y el punto isoeléctrico de la proteina madura
(tras la escision de la Met N-terminal en los casos en los que ésta se produce). Para Adkl
se muestran los valores tanto para la forma inmadura como la madura (tras la escision de
Met-Ser y la acetilaciéon N-terminal) dado que mostrarian diferente movilidad en un gel

bidimensional. En la Tabla también se indican el % de cobertura y el nimero de péptidos
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coincidentes obtenidos en la huella peptidica. Las muestras que no pudieron ser
identificadas a partir de estos datos fueron analizadas por espectrometria de masas
MALDI-TOF/TOF y el espectro MS/MS para una de estas proteinas se muestra en la
Figura C3.5. En la Tabla también se indican datos interesantes relativos a la proteina como
posible localizacion subcelular, posibles modificaciones postraduccionales y funciéon

obtenidos a partir de la base de datos Proteome (www.incyte.com).
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Figura C3.4. Geles bidimensionales analiticos de las cepas ICV 16 (A, arriba) e ICV 27 (B, abajo). Se indican
rodeadas con un circulo las manchas que presentan un mayor nivel en cada cepa y en cursiva y sin nombre las

manchas cuya identificacion por MS MALDI-TOF/TOF no ha sido posible.
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Se obtuvieron 19 manchas que mostraban una expresion diferencial en ambas cepas
lo que supone aproximadamente un 4% del total de manchas presentes en los geles
(aproximadamente 400). Como discutiremos mas adelante algunas de estas manchas
corresponden a diferentes formas proteicas de una misma proteina con lo que realmente
el porcentaje de proteinas que muestra una expresion diferencial es algo menor y
obtenemos una proporcion similar a la de transcritos que muestran una expresion
diferencial superior a 2.5 veces (Tabla C3.2, 3.1%).

Como se puede observar en la Tabla C3.5 la mayoria de las proteinas identificadas
estdn relacionadas con respuesta a estrés, metabolismo de azufre y metabolismo de

carbohidratos. A continuacidn analizaremos con detalle estas proteinas.
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Figura C3.5. Caracterizacién por espectrometria de masas de una de las proteinas diferencialmente
expresadas en las cepas. En la parte de la izquierda se muestra el resultado de la huella peptidica y en la de la
derecha el espectro MS/MS del péptido de 1583.8898 Da. Este péptido posee la secuencia DDELLVAR, que

forma parte de la proteina de S. cerevisiae Adklp.

3.2. Proteinas relacionadas con respuesta a estrés.

La proteina Hsp26p es una carabina molecular de respuesta a estrés que puede ser
importante por este motivo para el mantenimiento de la viabilidad durante la
fermentacion. Un andlisis protedmico en una cepa vinica demostré ademads que existe un
importante aumento en el nivel de esta proteina cuando se acaba la glucosa del cultivo y

se produce la entrada en fase estacionaria (Trabalzini, L. y col., 2003). Asimismo, en
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fermentaciones conducidas por cepas cerveceras, los niveles de ésta y otras proteinas se
encuentran reprimidos durante la primera generacion, presentando niveles mas altos y
mantenidos durante las siguientes (Kobi, D. y col., 2004).

En nuestros experimentos hemos encontrado dos especies proteicas para Hsp26p, la
de menor punto isoeléctrico con mayor nivel en la cepa ICV 16 y la de mayor punto
isoeléctrico con mayor nivel en la cepa ICV 27. Algunas modificaciones postraduccionales
que pueden afectar a la actividad de las proteinas producen un cambio isoeléctrico en las
mismas. Entre ellas la fosforilacion reversible en residuos de serina, tirosina y treonina
juega un papel crucial en la transduccion de sefiales y representa un mecanismo de
regulacion de muchos procesos celulares. Hsp26p tiene 3 sitios potenciales de
fosforilacion segun ha sido demostrado en un analisis proteémico de un extracto de
proteinas totales de S. cerevisite basado en enriquecimiento cromatografico en
fosfopéptidos y posterior identificacion por espectrometria de masas (Ficarro, S.B. y col.,
2002). Como la fosforilacion disminuye el punto isoeléctrico de las proteinas nuestros
resultados sugieren que en la cepa ICV 16 encontrariamos la forma con mayor grado de
fosforilacion sobreexpresada respecto a la cepa ICV 27. Es interesante recalcar también
que considerando el conjunto de las dos especies la abundancia es mayor en la cepa ICV
16 lo que concordaria con el mayor nivel del mensajero que codifica esta proteina
encontrado en esta cepa (tanto por andlisis de macro como de micromatrices).

El gen YPR127w codifica una proteina no caracterizada con cierta homologia
(aproximadamente el 25% de residuos idénticos) con el producto de los genes YPLOSSW
(putativa aril-alcohol deshidrogenasa) e YJR096W (similar a aldo-ceto reductasas). Se ha
visto que este gen se induce por ayuno de nitrégeno y entrada en fase estacionaria (Gasch,
A.P. y col, 2000). Ademds también presenta homologia con una piridoxal reductasa de
Schizosaccharomyces pombe lo que podria guardar alguna relacion, como veremos en el
siguiente apartado, con el metabolismo del azufre. Esta proteina presenta una mayor

abundancia en la cepa ICV 16.
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Tabla C3.5. Relacion de manchas que muestran una expresion diferencial en las cepas ICV 16 e ICV 27 en la entrada en fase estacionaria.

1Id ?Proteina 3Mr Ap/ Calc ‘pI Ap / Calc 5%cov 6N® pep. coinc. Expresion 8Loc. Subcel. *Mod. Post. Funcion
1 Aldé 60/ 54 52/53 22 10 2x ICV 16 C,N,M,V Ac Aldehido deshidrogenasa citosdlica.
2 Pdcl 54 /61 62/6 "MALDI-TOF-TOF "MALDI-TOF-TOF 3x ICV 16 C, N Ac, C Piruvato descarboxilasa.
C,M Cistationina-f-sintasa.
Cys4 54 6.7 23 13 ICV 16
Noid. 54 6.6 ICV 16
C, N Ac 3'(2"),5’-bifosfato nucleotidasa.
8 Psal 37 /40 6.3/6.1 34 11 ICV 16 C C Manosa-1-fosfato guanililtransferasa.
M C Ubiquinol-citocromo c reductasa.
10 Noid. 34 6.0 ICV 16
C,N,M Ac Homoserina deshidrogenasa.
12 YPR127w 32/38 5.8/5.8 44 19 ICV 16 C, N Ac Similar a piridoxal reductasa de S. pombe.
13 Noid. 30 5.6 ICV 16
14 Noid. 25 5.0 ICV 16
15 Hsp26 25/24 51/54 42 8 6xICV 16 C N Ac, F(3) Carabina molecular de repuesta a estrés.
17 Adk1 23 /24 59/6 55 14 ICV 16 CM Ac Adenilato quinasa
19 Noid. 21 5.9 2x ICV 16
1.Id: Numero de identificacion en el gel. 6.N? de péptidos coincidentes obtenidos en la huella peptidica
2.Proteina identificada mediante huella peptidica por espectrometria de masas. No id.=Proteina no identificada. 7.Identificacion por secuenciacion interna mediante MS MALDI-TOF/TOF

3.Masa molecular aparente (Ap) obtenida mediante el Melanie 3.0 y calculada (calc) en base a secuencia

4. Punto isoeléctrico aparente (Ap) obtenido mediante el Melanie 3.0 y calculado (calc) en base a secuencia

5.% de cobertura obtenido en la huella peptidica

*/** Forma madura/Forma inmadura

8.Localizacion subcelular. C=citoplasma, N=nticleo, V=vacuola, M=mitocondria
9.Modificaciones postraduccionales. Ac=Acetilacién, C=Carbamilacién,

F=Fosforilaciéon (n? de residuos fosforilables)
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3.3. Proteinas relacionadas con el metabolismo del azufre en levadura.

La biosintesis de aminoacidos azufrados en levadura requiere la capacidad de
transportar y acumular dtomos de azufre del medio y después reducirlos antes de ser
incorporados a diferentes metabolitos organicos, mayoritariamente cisteina, metionina y
S-adenosilmetionina (Thomas, D. y col., 1997). Hemos encontrado al menos 3 proteinas

relacionadas con esta parte del metabolismo (Figura C3.6) de las levaduras.
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Figura C3.6. Fijacion del azufre en levaduras. En negrita y con flechas engrosadas se muestran las proteinas
que han resultado tener una expresion diferencial en las cepas ICV16 e ICV 27. También se muestra el gen

GSHI1 porque presenta expresion diferencial a nivel transcripcional en nuestros datos de micromatrices.

La primera de estas proteinas es Cys4p, cistationina-f3-sintasa, que cataliza un paso
intermediario en la sintesis de cisteina, la conversion de serina y homocisteina en
cistationina. La segunda es Met22p, implicada en el metabolismo de metionina, cuya
actividad nucleodtido fosfatasa permite el recambio de adenilil-sulfato necesario para la
formacién de sulfito a partir de sulfato. Finalmente, Hom6p codifica la homoserina
deshidrogenasa, que participa en la biosintesis de homoserina, precursora de
homocisteina. Otra de las proteinas encontradas en este trabajo, la codificada por el gen
YPR127w, podria tener alguna relaciéon con la proteina Cys4p ya que esta proteina
requiere como cofactor el fosfato de piridoxal y la primera presenta cierta homologia con
la piridoxal reductasa de Schizosaccharomyces pombe. Como vemos en la Figura C3.6 la

actividad de estas proteinas parece conducir hacia la produccién de cisteina y es
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conveniente recordar que también hemos encontrado inducido a nivel transcripcional el
gen GSH1 que cataliza el primer paso de la biosintesis de glutation.

Para la proteina Cys4p hemos encontrado también dos especies proteicas
diferenciables por el punto isoeléctrico. Una de ellas es mas abundante en la cepa ICV 27 y
la otra solo es detectable en la cepa ICV 16 (Tabla C3.5 y Figura C3.7). Dado que esta
proteina puede estar localizada tanto en la mitocondria como en el citosol, es posible que
las dos especies detectadas tengan relacion con la localizacion subcelular de la proteina en
cada cepa. El transporte de proteinas a la mitocondria requiere de la presencia de un
péptido sefial enriquecido en arginina donde los aminoacidos negativamente cargados
son raros. El péptido sefal es cortado durante el importe a la mitocondria con lo que se
produce una pequena reduccion de la masa molecular y una disminucién del punto
isoeléctrico hacia pHs mads acidos. Teniendo en cuenta esto cabria esperar que la totalidad
de la proteina se encontrase en la mitocondria en la cepa ICV 27 y la mayor parte de la
misma en el citosol en la cepa ICV 16.

Las proteinas Met22p y Homép detectadas en este andlisis presentan mayor

abundancia en ICV 27 y la proteina codificada por el gen YPR127w en ICV 16.

: - (O <+— 4Cys4)
ICV 27 ‘ E } =

Figura C3.7. Ampliacién de una parte de los geles analiticos mostrando las dos especies proteicas detectadas

en este trabajo para la proteina Cys4p.
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3.4. Proteinas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos.

La proteina Ald6p es una aldehido deshidrogenasa citosdlica que participa, junto
con Ald4p (aldehido deshidrogenasa mitocondrial), en la oxidacion del acetaldehido
producido durante la fermentacion alcohdlica (Meaden, P.G. y col.,, 1997). Durante la
vinificacion los niveles de esta proteina se reducen unas 2.5 veces tras el agotamiento de
glucosa y la entrada en fase estacionaria (Trabalzini, L. y col., 2003). El mayor nivel de
proteina encontrado en la cepa ICV 16 podria explicarse por la fermentacion mas activa
encontrada en esta cepa.

Otra proteina que muestra diferencia en los niveles de expresion es la piruvato
descarboxilasa (Pdclp) que esta relacionada con la generacién de Acetil-CoA en el citosol
para la sintesis de lipidos y lisina. La especie proteica que aparece diferencialmente
expresada es una forma minoritaria de la proteina, con una masa molecular reducida,
probablemente producto de degradacion vacuolar, con lo que sacar conclusiones
relevantes respecto a este resultado parece dificil sin realizar estudios adicionales. Seguin
el andlisis de Trabalzini y colaboradores (2003) esta especie proteica se detecta cuando la
glucosa ha sido completamente consumida.

El gen QCR2 codifica la ubiquinol-citocromo c reductasa, componente del complejo
citocromo bcl de la cadena respiratoria mitocondrial. Esta proteina se encuentra al menos
3 veces mas expresada en la cepa 27 lo que, junto con los resultados encontrados mediante
matrices de DNA, podria estar indicando un metabolismo respitario mas activo en esta

cepa en el punto de la vinificacién considerado.

3.5. Otras proteinas identificadas.

La proteina Adklp o adenilato quinasa posee actividad GTP:AMP fosfotransferasa.
Este enzima es el encargado del mantenimiento de los nucledtidos de adenina en
equilibrio, reutilizando el AMP para la sintesis de ADP. Una pequefia fraccién del enzima
Adklp (6-8%) se localiza en la mitocondria (Bandlow, W. y col., 1988) donde juega un
importante papel en el metabolismo oxidativo (Schricker, R. y col., 1992), probablemente

facilitando el intercambio ATP/ADP a través de la membrana mitocondrial interna
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(Bandlow, W. y col., 1988). Se ha visto que mutantes adkl pierden aproximadamente un
90% de la actividad adenilato quinasa total y tienen importantes problemas de
crecimiento (Konrad, M., 1988). De acuerdo con todo esto la diferencia de los niveles de
proteinas en estas dos cepas podria estar relacionada con variaciones en el crecimiento o
en el metabolismo respiratorio. En este trabajo se detectan dos especies proteicas, la de
mayor punto isoeléctrico presente tinicamente en la cepa ICV 16 y la de menor punto
isoeléctrico en la ICV 27. Seguin los datos disponibles en la bibliografia sobre esta proteina
la presencia de dos especies proteicas podria ser debida a diferente localizacion celular
(mayor punto isoeléctrico citosol y menor punto isoeléctrico mitocondria) o a
presencia/ausencia de acetilacion N-terminal (menor punto isoeléctrico de la forma
acetilada). El efecto de esta modificacion sobre la funcion de las proteinas no se conoce
con claridad pero gracias a estudios con mutantes en N-acetil transferasas se ha visto que
puede tener consecuencias importantes en la actividad o estabilidad de algunas proteinas
en condiciones particulares (Mullen, J.R. y col., 1989; Polevoda, B. y col., 1999; Tercero, ]J.C.
y col., 1992; Tercero, J.C. y col,, 1993). En lo que concierne a nuestro caso concreto
estariamos viendo la forma mitocondrial y/o N-acetilada en la cepa ICV 27 lo que nos
lleva a relacionar nuevamente un posible metabolismo respiratorio mas activo en esta
cepa si realmente se trata de que posee una mayor proporcion de la forma mitocondrial.
Sin embargo, en el caso de esta proteina, no podemos descartar que las especies
detectadas sean variaciones alélicas debidas a diferencias a nivel gendémico, ya que cada
mancha sélo se detecta en una de las cepas.

Finalmente, la proteina Psalp (manosa-1-fosfato guanilil transferasa), implicada en
glicosilacién y biogénesis de la pared celular, s6lo se detecta en la cepa ICV 16. La
interpretacion de este resultado resulta complicada dado que se trata de una proteina
aislada que a priori no tiene relacion con el resto de proteinas. Ademas el estudio
transcripcional revel6 proteinas relacionadas en las dos cepas con lo que resulta muy
complicado extraer conclusiones. El hecho de que presente actividad en la sintesis de
pared podria estar indicando una mayor capacidad de division celular en la cepa ICV 16

aunque se necesitarian mdas datos para reforzar esta afirmacion.
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DISCUSION

En este capitulo hemos abordado el estudio global comparado tanto de expresion
génica como de perfiles proteicos en dos cepas con ciertas diferencias en comportamiento
fermentativo en un punto correspondiente a la entrada en fase estacionaria y al inicio de
la divergencia entre las cepas.

En primer lugar resulta interesante comparar los resultados de expresidon de genes
de estrés en estas dos cepas mediante macromatrices (capitulo 2) con los obtenidos

mediante micromatrices (Tabla C3.6).

Tabla C3.6. Comparacion de los resultados ICV 16 / ICV 27 obtenidos por macro y

micromatrices.
Macromatrices Micromatrices Macromatrices Micromatrices

HSP26 22 2,3 CUP1 5,7 NS
HSPS82 5,3 NS TRX2 1,4 1,3
SSA3 1,8 -3,3 SPI1 5,2 NS
SSA4 2 3,9 COXe6 44 NS
STI1 2,4 NS YGP1 11,3 NS
GPD1 2 NS CAR1 8,8 1,5
GLO1 1,3 -1,4 GSY2 1,7 1,3
HOR7 3,1 NS ATH1 -1,1 -1,6
GRE2 2,2 1,5 ACT1 1,4 1,8

NS= No significativo.

Como vemos encontramos incongruencias en los resultados obtenidos para SSA3 y
GLO1. SSA3 y SSA4 son dos genes muy homologos por lo que es posible que la sonda
utilizada en las macromatrices esté dando una hibridacion cruzada en este caso. Sin
embargo parece que no hay homdlogos para GLO1 en el genoma de S. cerevisiae. De todas
formas para este gen las diferencias son pequefias y en realidad hay una superposicion
entre el nivel obtenido para las dos cepas mediante el andlisis con macromatrices si
consideramos las barras de error (Figura C2.8). El resto de resultados muestran la misma

tendencia mediante las dos técnicas aunque parece haber una mayor sensibilidad en la
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diferencia de niveles que obtenemos mediante macromatrices (sobre todo para HSP26 y
CAR1).

En cuanto a la comparacion de los resultados de expresion génica con los de
expresion proteica debemos destacar que ambos proporcionan distintos niveles de
informacién y lo interesante es que aportan datos complementarios. El hecho de que en
una célula haya una mayor expresion de un gen en un momento dado suele conducir al
aumento del nivel de proteina total codificada en dicho transcrito. Aunque esto suele ser
asi a grandes rasgos también hay que considerar otros niveles de regulacion, como son la
estabilidad del mRNA y su exportacion desde al nucleo al citoplasma. Ademads de estos
aspectos lo mas importante a tener en cuenta en este tipo de comparaciones es que
mediante el tipo de analisis realizado en este trabajo sdlo se intentan identificar aquellas
manchas que presentan diferente abundancia en el gel bidimensional lo que no excluye
que existan diferentes formas electroforéticas de la proteina en las que no veamos
diferencias. Este es el caso, por ejemplo, de la proteina Pdclp que posee 3 formas
caracteristicas muy abundantes y una cuarta que es la que encontramos presente
diferencialmente en este trabajo y que se trata muy probablemente de un fragmento de
proteolisis poco abundante respecto al nivel de proteina Pdclp total. Otro caso podria ser
el de la proteina Homé6p. La mancha identificada aqui aparece en un nivel muy abundante
en la cepa ICV 27 y hay una ausencia casi absoluta en la cepa ICV 16. Buscando esta
proteina en otros trabajos donde también se realizd una electroforesis bidimensional
podemos encontrar una forma de la proteina con un pI menor (Ohlmeier, S. y col., 2004)
en geles bidimensionales realizados a partir de extractos mitocondriales, lo que indicaria
que la proteina encontrada en nuestro estudio podria ser la forma no mitocondrial. Por
este motivo no podemos asegurar que la cantidad de proteina total sea mucho mayor en
la cepa ICV 27 respecto a la cepa ICV 16; s6lo podemos indicar que existe una diferencia
clara en una de las formas de la proteina lo que muy probablemente est4 indicando una
abundancia diferente de formas mdas o menos activas o una localizacién subcelular
adecuada para su funcion.

Teniendo en cuenta globalmente los resultados obtenidos tanto por genémica como

por protedmica podemos sacar las siguientes conclusiones mas relevantes:
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En general parece haber una respuesta en la cepa ICV 27 similar a la que se produce
cuando las células entran en fase estacionaria en condiciones de laboratorio. Asi,
predomina en esta cepa la expresion de genes implicados en gluconeogénesis, genes
relacionados con degradacion peroxisomal de 4cidos grasos, genes del ciclo del Krebs
relacionados con respiracion, genes implicados en la regulacién de la ATP sintasa y en
mecanismos de donacidn de electrones a la cadena respiratoria y, en cuanto a expresion
proteica, mayor nivel de la proteina Qcr2p. Frente a esta situacidon en la cepa ICV 16 se
detectan niveles de expresion mas elevados de practicamente todos los genes implicados
en glicdlisis y fermentacion alcoholica y una mayor abundancia de la proteina Aldép.
Como se comento en la introduccion todos estos procesos, especialmente los de glicolisis y
gluconeogénesis, se encuentran finamente regulados para evitar ciclos futiles y una
utilizacion optima de la glucosa, el sustrato preferido por las levaduras.

En condiciones de laboratorio la entrada en fase de crecimiento estacionaria también
puede deberse a una limitacion de nitrégeno facilmente asimilable. En este caso la
respuesta de las levaduras es una desrepresién de genes inhibidos por catabolito de
nitrégeno, como los que codifican algunos transportadores de fuentes nitrogenadas y
proteinas implicadas en el metabolismo de glutamina, glutamato, prolina, urea, arginina,
alantoina y y-amino butirato (revisado en Hohmann y Mager (2003)). Este tipo de
respuesta también se observa en la cepa ICV 27 donde encontramos con niveles
diferenciales muy elevados con respecto a ICV 16 genes que codifican permeasas y
algunos genes de metabolismo inducidos por privacion de nitrégeno. También se
encuentra sobreexpresado uno de los genes reguladores, el que codifica el factor
transcripcional Gatlp. En ICV 16 también hay niveles superiores de varios genes
relacionados con metabolismo de fuentes nitrogenadas pero en este caso corresponden a
algunos que se expresan bajo condiciones de disponibilidad de nitrégeno.

Una respuesta molecular semejante a la que se produce a la entrada en fase
estacionaria en condiciones de laboratorio parece una explicacion razonable a la
ralentizacion del proceso fermentativo que se detecta en la cepa ICV 27 comparada con la
ICV 16. Como se comento en la introduccion este freno de la capacidad fermentativa es un

comportamiento habitual durante la fermentacién, con lo que el problema debe ser que en
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ICV 27 se da prematuramente o de una forma mas acusada de lo normal. En la cepa ICV
16 la disminucion del consumo de glucosa sucede aproximadamente a los 10 dias que es
el momento en que se ha alcanzado el maximo nimero de células viables. En ICV 27
ocurre en el punto que estamos estudiando, el de los 6 dias, que es cuando cesa el
crecimiento exponencial y el cultivo inicia la entrada en fase estacionaria. Analizando los
datos de Rossignol (Rossignol, T. y col., 2003) vemos que el maximo de expresion de los
genes relacionados con respiracion, utilizacion de fuentes de nitrogeno alternativas (la
mayoria de los genes DAL y algunos otros de los que se encuentran reprimidos por
catabolito de nitrogeno) y sintesis de glucdégeno y trehalosa se da en momentos
equivalentes en cuanto a crecimiento celular a lo que pueden ser nuestros 10 dias de
vinificaciones conducidas por ICV 16. Estos datos parecen reforzar la hipotesis de una
respuesta prematura en ICV 27. Sin embargo, los genes implicados en metabolismo de
trehalosa y algunos otros reprimidos por catabolito de nitrdgeno o ya han alcanzado el
maximo al equivalente de 6 dias o, los menos, ha empezado incluso una disminucion en
sus niveles, con lo que no podemos asegurar que una respuesta temprana en la expresion
de estos genes sea la causa del defecto en fermentacion mostrado por esta cepa. Aun asi
hay que tener en cuenta que en el trabajo de Rossignol y colaboradores (2003) hay un
agotamiento de las fuentes nitrogenadas cosa que no ocurre en nuestro estudio y esto
puede conducir a diferencias en la expresion de estos genes.

Otro resultado llamativo es el hecho de que encontremos en la cepa ICV 16 algunos
genes que participan en la sintesis de ergosterol. Por el contrario, en ICV 27 encontramos
una mayor expresion de genes relacionados con su transporte. La determinaciéon de
niveles de ergosterol respecto a la densidad dptica de los cultivos ha revelado pequenas
diferencias entre las cepas. Con estos datos no es posible sacar conclusiones determinantes
aunque el indicio de que puedan existir diferencias en estos aspectos hace aconsejable un
estudio mas detallado en el que se deberia tener en cuenta la influencia del oxigeno. Estos
estudios son importantes porque, como se comentd en la introduccién general, una
correcta proporcién de la relacion ergosterol/fosfolipidos y la disminucién del indice de
saturacion de acidos grasos en membrana estd relacionada con una buena capacidad

fermentativa, con una mayor proteccion frente a los efectos toxicos del etanol y con una
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mayor resistencia a estrés (Chi, Z. y col., 1999; Sajbidor, J. y col., 1995). Teniendo en cuenta
esto es posible que, a pesar de que tanto la glucosa como el nitrégeno se encuentren en
elevada concentracién en este punto de la vinificacidon, estén siendo transportados con
muy baja eficacia al interior celular, sobre todo en la cepa ICV 27 porque estd menos
protegida a nivel de composicion de membrana. Aunque en muchos casos esta descrito
que el sensor de los nutrientes que dispara la sefial de limitacion esta en la superficie
celular es posible que, o bien esté afectado €l mismo por el etanol y no mande sefiales
adecuadas al interior celular, o bien que existan mecanismos adicionales dentro de la
célula que detecten la limitacion a nivel intracelular.

Otro resultado destacable es el encontrado para el gen HSP26. En el estudio de
expresion de genes de estrés del capitulo 2 ya encontramos datos interesantes en el
analisis de este gen. En concreto vimos un aumento de expresién en todas las cepas a
medida que avanzaba la fermentacion y, comparando unas cepas con otras, se observaba
que este aumento era muy elevado en una de las cepas con peores comportamientos
fermentativos y significativamente mas bajo respecto a la media en la cepa ICV 27. Este
resultado ha sido confirmado con las micromatrices aunque mediante esta técnica hemos
encontrado una diferencia de niveles menor. Ademas, también hemos visto diferencias a
nivel de proteina: hemos detectado dos especies proteicas diferencialmente expresadas,
presumiblemente una forma hiperfosforilada en ICV 16 y una forma hipofosforilada en
ICV 27, habiendo una abundancia total mayor en ICV 16 considerando las dos especies.
Estos resultados son consistentes con los obtenidos por otros autores durante la
vinificacion (Backhus, L.E. y col., 2001; Rossignol, T. y col., 2003; Trabalzini, L. y col., 2003)
y también se han visto aumentos de expresion de esta proteina en fermentaciones de
malta para la obtencién de cerveza (Kobi, D. y col., 2004). Como ya vimos en el capitulo 1
la resistencia a estrés es importante para llevar a cabo una vinificacion y, como
demostramos en el capitulo 2, también existe una cierta correlacion entre la expresion de
algunos genes de respuesta a estrés y una correcta capacidad fermentativa en condiciones
estandar. Por estos motivos este tipo de genes pueden ser posibles dianas de mejora

genética de cepas vinicas.
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Otro resultado interesante es la aparicion en el analisis proteémico de, al menos, 3
proteinas relacionadas con la fijacion del azufre y el metabolismo de aminodacidos
azufrados. Esta rama del metabolismo de las levaduras es muy importante a nivel
industrial esencialmente por tres motivos: porque tiene una influencia sobre la
produccion de aromas, porque es habitual la utilizacion de sulfito como antioxidante y
estabilizante microbioldgico y porque tiene una relacion directa con la produccion de
glutation, tripéptido esencial para la supervivencia que tiene un papel clave en la
resistencia a estrés oxidativo y en la detoxificacion de compuestos como el cadmio
(Dormer, U.H. y col.,, 2000). En relacion con la respuesta a cadmio se ha visto que el
aumento de Gshlp (el primer enzima implicado en la sintesis de glutation) requiere la
participaciéon de genes reguladores del metabolismo de aminodcidos azufrados, de
manera que hay un aumento en los niveles de varias proteinas relacionadas con este
aspecto y, entre ellas, Cys4p y Homé6p (Fauchon, M. y col., 2002; Vido, K. y col., 2001).
Ademads también se ha visto que existe una correlacion entre las respuestas
transcriptomicas y protedmicas en respuesta a este metal (Fauchon, M. y col., 2002). En
nuestro caso no podemos hacer la comparacion entre los andlisis protedmico y
transcriptomico porque, como ya hemos comentado, para Cys4p vemos dos especies
proteicas, mayoritarias cada una en una cepa, y hemos visto que para Homé6p hay
descritas formas con un punto isoeléctrico menor a la encontrada en nuestro estudio
(Ohlmeier, S. y col.,, 2004). Si es interesante comentar que por el punto isoeléctrico la
forma de Cys4p que aparece con mayor expresion en ICV 27 parece la tinica forma que se
muestra en el trabajo de respuesta a cadmio (Vido, K. y col., 2001). En cuanto a Homép en
el trabajo de Fauchon (Fauchon, M. y col., 2002) s6lo muestran el dato de induccion (sin
indicar su localizacion en el gel) con lo que no podemos saber cudl es la forma que han
identificado estos autores. Aunque nosotros no hemos detectado niveles diferenciales de
Gshlp, a nivel de transcripcion si hemos visto una sobreexpresion de 2.3 veces en ICV 27.
Todo esto podria estar apuntando a 2 posibles respuestas en ICV 27. Por un lado una
respuesta frente a estrés oxidativo que estaria reforzada ademas por la mayor expresion
de genes relacionados con este aspecto. Una segunda posibilidad seria la detoxificacion de

compuestos, apoyada por el elevado nivel de proteinas ABC implicadas, entre otros
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aspectos, en la detoxificacion de drogas, eliminacion de metabolitos conjugados con
glutation,... Estas dos respuestas pueden estar interconectadas en levadura ya que se
sabe, por ejemplo, que la transcripcién de algunos de los genes clasificados dentro de la
familia de la respuesta multiple a drogas (por ejemplo SNQ2 y PDR15) se encuentra
regulada, ademads de por Pdrlp y Pdr3p, por los factores Yaplp (principal regulador de la
respuesta a estrés oxidativo) o Msn2/4p (reguladores de la respuesta general a estrés)
(revisado en Bauer y colaboradores (1999)). Asimismo, como se sugiere en el trabajo
publicado por Aranda y colaboradores (Aranda, A. y col.,, 2004), en la detoxificacion de
productos del metabolismo como el acetaldehido podria haber una participacion
importante del azufre o de aminoacidos azufrados formando conjugados que serian
eliminados de la célula a través de bombas de la membrana plasmatica. Por altimo, y
relacionado también con el metabolismo del azufre, hay que considerar que estas rutas
tienen una gran relevancia en las caracteristicas organolépticas del vino, tanto en aspectos
beneficiosos como perjudiciales. Por una parte es indeseable una produccion excesiva de
SH: y por otra hay ciertos compuestos como la mercaptopentanona cuya produccion es
muy apreciada en la elaboracion de tipos concretos de vino caracterizados por poseer el
llamado aroma de boj (Fleet, G.H. y col, 1993a). Ademads, estd demostrado que la
produccion de este tipo de aroma es dependiente de la cepa vinica con la que se lleva a
cabo la fermentacién (Howell, K.S. y col.,, 2004). Para conocer si las diferencias de
expresion se traducen en una diferencia en el perfil aromatico habria que determinar los
niveles de compuestos de este tipo y, en caso de encontrar diferencias, los datos de
expresion génica y proteica podrian tal vez incluirse como nuevo criterio de seleccion de

cepas vinicas que potencian determinados aromas.
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CAPITULO 4

Aplicaciones biotecnoldgicas.

En este capitulo se pretende estudiar el comportamiento fermentativo mostrado por
las cepas ICV 16 e ICV 27 en condiciones lo mas proximas posible a su utilizacion en
bodega. Ademas se ensayaran diferentes condiciones para ver si hay una influencia sobre
su comportamiento e intentar asi profundizar en la posible relacidon existente entre la
expresion de genes y proteinas y sus diferencias a nivel fisiologico. Se intentara
comprobar ademas si los ensayos realizados con mosto sintético y a partir de precultivos
liquidos guardan similitud con condiciones mas proximas a las que se pueden encontrar
en bodega, crecimiento sobre mosto natural e inoculacién de levadura seca activa.

Por otra parte se ensayara una aproximacion inicial para la mejora genética de estas
cepas basada en generacion de auxotrofia para uracilo mediante interrupcion del gen
URA3 y posterior transformacion con el plasmido episomal multicopia YEp352. La
obtencion de una cepa ICV 27 auxotrofa para uracilo resulta muy interesante ya que,
como se ha ido viendo a lo largo de todo el trabajo, esta cepa comercial tiene problemas
para completar la fermentacion en la mayoria de condiciones estudiadas, con lo que es un
modelo ideal para ensayar dianas de mejora genética de cepas vinicas en condiciones
similares a las que se utilizan en bodega.

En cuanto a las dianas de manipulacidon genética los datos obtenidos en los capitulos
anteriores sugieren algunos genes de interés. Para este trabajo se seleccionaron dos genes:
HSP26 (por los datos previos obtenidos en los capitulos 2 y 3) e YHR087w (interesante por
otros motivos que se explicaran a continuacion). Con esta estrategia se pretende analizar

las posibilidades de mejora de la capacidad fermentativa y/o de la resistencia a estrés de
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dos cepas vinicas comerciales, una que completa la fermentacion (ICV 16) y otra que no lo
hace (ICV 27).

HSP26 codifica una carabina molecular de respuesta a multiples condiciones de
estrés en condiciones de laboratorio. En vinificacién, como ya hemos ido comentando a lo
largo del trabajo, presenta un elevado grado de induccion a medida que se acerca la fase
de crecimiento estacionaria y durante una buena parte de la vinificacion, segtin ha sido
demostrado tanto a nivel de transcripcién como a nivel de abundancia de proteina
(Backhus, L.E. y col., 2001; Puig, S. y col., 2000b; Rossignol, T. y col., 2003; Trabalzini, L. y
col,, 2003). Ademads, como vimos en el capitulo 2 (Figura C2.7) y en el capitulo 3 (Tabla
(C3.4), existen algunas diferencias entre los niveles de mensajero en cepas con diferente
comportamiento fermentativo y estas diferencias se mantienen a nivel de cantidad de
proteina (capitulo 3, Figura C3.4 y Tabla C3.5). Concretamente la cepa mejor adaptada a
las condiciones de vinificaciéon muestra la mayor expresion de esta proteina.

El gen YHR087W codifica una proteina de funciéon desconocida. Se ha visto que la
transcripciéon del gen se encuentra altamente incrementada en respuesta a estrés
hiperosmotico provocado por elevadas concentraciones de glucosa (Erasmus, D.J. y col.,
2003). La expresion del gen también se encuentra inducida por otras condiciones como
aumento de temperatura, exposicion a agentes oxidantes o entrada en fase estacionaria
(Gasch, A.P.y col., 2000). Ademas, se ha visto que su transcripcion responde a defectos de
plegamiento de proteinas en el reticulo endopldsmico, de forma dependiente de IRE1 y
HACI, lo que sugiere que podria estar implicado en la llamada “respuesta a proteinas
desplegadas” (UPR, Unfolded Protein Response) (Travers, K.J. y col., 2000). La UPR es
uno de los dos mecanismos celulares que responden a la acumulacién de proteinas
desplegadas a nivel de reticulo y presumiblemente ayudan a proteger a las células de este
tipo de estrés evitando, entre otros aspectos, una acumulacion de las mismas. Como
detallaremos en los resultados de este capitulo, hay otros indicios que hacen también

interesante el estudio de este gen.
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RESULTADOS

1. Experimentos de microvinificacion v sensibilidad a estrés en mostos naturales de las

variedades Bobal y Sauvignon Blanc.

En los estudios llevados a cabo en capitulos anteriores se ha utilizado como medio
de crecimiento para las levaduras mostos sintéticos que, por su contenido en nitrégeno
total y en glucosa, son similares al mosto natural. Ademas, en el caso del mosto MS300
(capitulos 2 y 3), la composicidn intenta mimetizar mas atin la composicion de los mostos
naturales cuidando cantidades y proporciones de aminoacidos, de amonio, de acidos
como malico y citrico, vitaminas, sales,... y ademas, presencia de glucosa y fructosa como
fuente de carbono. Por otro lado se han inoculado levaduras procedentes de cultivos
liquidos. Como se coment6 en la introduccidén general la estrategia mayoritaria en la
actualidad es el uso de levadura seca activa rehidratada.

Por este motivo lo primero que nos planteamos fue comprobar si las diferencias de
comportamiento fermentativo mostradas por las cepas ICV 16 e ICV 27 se mantenian en
condiciones muy similares a las de vinificacién en bodega para lo que se hicieron ensayos
en mostos naturales de las variedades Bobal y Sauvignon Blanc (Figura C4.1). Para estos
experimentos se utilizé la temperatura de incubacion estdndar que se ha empleado a lo
largo de todo el trabajo, 22°C. Estos experimentos se realizaron por duplicado a partir de
cultivos en fase estacionaria avanzada de dos colonias aisladas seguin lo descrito en
materiales y métodos. Se tomaron células en este estado de crecimiento para intentar que
hubiese cierta semejanza con la situacion de estrés en la que se encuentran las levaduras
secas activas. Analizando el consumo de aztcares (panel A) vemos que las diferencias se
mantienen para el mosto de la variedad Sauvignon pero no para el de la variedad Bobal.
Ademads, en el primer caso, las diferencias empiezan a ser aparentes en un punto
equivalente al que vimos en los experimentos con mosto sintético, es decir, la
ralentizacion del consumo de azticares comienza en un momento inmediatamente
anterior a la entrada en fase de crecimiento estacionaria. Ademas del seguimiento de los
azucares se realizo una medida del contenido en nitrogeno inicial de estos mostos

observandose que el Sauvignon contenia aproximadamente 200 mg/L de nitrégeno
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asimilable mientras que en el Bobal se superaban los 500 mg/L. Teniendo en cuenta estos
resultados y la expresion de genes reprimidos por catabolito de nitréogeno en la cepa ICV
27 (capitulo 3), es posible que el exceso de nitrédgeno presente en el mosto Bobal sea lo que
permita que esta cepa presente un buen comportamiento fermentativo en estas
condiciones. Para comprobar esta posibilidad se deberia ensayar el consumo de azticares
mostrado por estas cepas en un mosto Sauvignon suplementado con nitrégeno hasta una
concentracion similar a la que presenta el mosto de la variedad Bobal.

Ademads del consumo de aztcares también se determind la viabilidad y la
resistencia a estrés oxidativo mostrado por estas cepas en estas condiciones (Figura C4.1,
panel B). El estudio del estrés oxidativo se incluyé porque, como vimos también en el
capitulo 3, una de las diferencias mas significativas en cuanto a expresion diferencial en
las dos cepas tenia relacion con el metabolismo respiratorio y la respuesta a este tipo de
estrés. Ademas, como vimos en el capitulo 1, la sensibilidad a estrés oxidativo constituye
un factor determinante en la capacidad fermentativa de las cepas vinicas que puede
ayudar a su seleccion. Como se observa en la Figura C4.1 panel B, la viabilidad es algo
mayor en ICV 27 con lo que se confirma que los problemas que presenta esta cepa para
completar la fermentacion no parecen tener relacion con problemas de proliferacion
(tampoco vimos diferencias en este sentido en los experimentos con mosto sintético).
Ademas, resultan muy interesantes los datos obtenidos en cuanto a resistencia a estrés
oxidativo. Como se detallé en la seccion de Materiales y Métodos los ensayos de
sensibilidad a este tipo de estrés se realizan sembrando en medio sélido un nimero de
células suficiente para formar un césped en toda la superficie de la placa y colocando en el
centro un disco de papel de filtro impregnado con H20:. Tras la incubacion de las placas
se forma un halo de inhibiciéon del crecimiento que es inversamente proporcional a la
resistencia a estrés, grandes halos de inhibicion indican baja resistencia a estrés oxidativo
y viceversa. En la Figura C4.1 panel B se muestra la media de tres experimentos de estrés
realizados para cada uno de los dos cultivos de cada cepa. Como vemos, en muchas de las
muestras obtenidas a lo largo de la vinificaciéon o no encontramos diferencias claras entre
las cepas o hay mucha dispersion entre los dos cultivos de cada una. Sin embargo, hay un

resultado muy interesante y repetido en los dos mostos: Cuando las células estan

157



C4. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

creciendo exponencialmente (dia 1) muestran un resistencia similar a este tipo de estrés
(las dos cepas presentan didmetros de inhibicion de crecimiento cercanos a 3 cm), pero en
el momento inmediatamente anterior a la entrada en fase de crecimiento estacionaria (dia
2) la cepa ICV 16 muestra una mayor resistencia al estrés oxidativo (didmetros entre 2.5 y
2.7 cm), mientras que en ICV 27 no se observan cambios significativos respecto a otras
fases de la vinificacion (3-3.2 cm). Diferencias en este sentido también son apreciables a las
6 horas desde la inoculacion, aunque en este caso los resultados son menos claros porque
uno de los cultivos de la cepa ICV 16 en mosto Bobal no mostré diferencias con los de la
cepa ICV 27. Analizando la viabilidad que muestran las cepas a las 6 horas desde la
inoculacién se observa que la ICV 27 en los dos mostos presenta valores cercanos al 90%
respecto al tiempo 0 y la cepa ICV 16 al 65%. Una posible explicacion a estos resultados
estd relacionada con la respuesta general a estrés que muestran las levaduras. Se sabe que
cuando un cultivo es sometido a un estrés suave presenta una mayor resistencia a otras
condiciones de estrés aplicadas posteriormente que un cultivo que se encuentre en unas
condiciones Optimas de crecimiento (Martinez-Pastor, M.T. y col., 1996). Teniendo en
cuenta esto parece que la cepa ICV 27 no esté mostrando una respuesta tipica a estrés
general ni en el inicio de la vinificaciéon ni en momentos cercanos a la entrada en fase de
crecimiento estacionaria con lo que muestra una sensibilidad a estrés mayor que la que se
observa en la cepa ICV 16, claramente mas resistente en estas dos fases respecto al resto
de la vinificacion. Ademds es muy curioso que en el mosto Bobal la cepa ICV 27 si
muestra una mayor resistencia cuando los cultivos ya han alcanzado la fase estacionaria
(dia 3) y es precisamente en este mosto donde esta cepa presenta el mejor comportamiento
fermentativo. Sin embargo, en el mosto Sauvignon, aunque la sensibilidad a estrés es algo
menor en este punto no llega a ser tan aparente como en el mosto Bobal y en ningtin caso
parecida a la mostrada por la cepa ICV 16 en el punto anterior. Aunque es conveniente
repetir estos experimentos porque soélo se han realizado por duplicado y en un mismo
momento estos indicios apoyan los resultados que se han ido discutiendo a lo largo de la
tesis y que indican que una correcta respuesta a estrés estd directamente relacionada con

la capacidad de completar la vinificacion.

158



C4. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

200 A, Azficares
- 150 4
=
‘-ib e [V 16 Sauvignon
)
a ——+—— ICV 27 Sauvignon
1007 e = == [CV 16 Bobal
< — —+ —  [CV 27 Bobal
50 4
0 y
] 2 1 3 8 10 12 14 16 18
Tiempo (dias)
36 3 b Viabili
; 4 . Viabilidad
ie0 SAUVIGNON 140 BOBAL . ‘
y resistencia
34 54 a estrés
i _1 oxidativo
E 2 E E
~ Els2 = g|a2
= = i =
o = = "
L] = E =
2 > H 2|30
= (30 3 |3
g g g g
| s El Tz Viables ICV 16
@ i B 8 gy — Viablesicvoy
™ |28 b5 = + Oxidative ICV 16
= -
bl ®  Oxidative ICV 27
26 26
3 . . . 24 0 . ' " 24
[] 2 4 3 § o 2 1 L] 5
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura C4.1. Consumo de aztcares (panel A), viabilidad y resistencia a estrés oxidativo (panel B) en
microvinificaciones llevadas a cabo por las cepas ICV 16 e ICV 27 en mostos naturales de las variedades Bobal
y Sauvignon Blanc. Las condiciones de inoculaciéon y la determinacion de la sensibilidad a estrés oxidativo se

llevaron a cabo segtin lo detallado en el texto y en la seccién de Materiales y Métodos.

A partir de estos resultados se paso al estudio del comportamiento en vinificaciones
sobre mosto Sauvignon (donde se conservan las diferencias entre las cepas) con levadura
seca activa y en las condiciones de rehidratacion detalladas por las casas comerciales tal y
como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Revisando las indicaciones
proporcionadas por estas empresas respecto a las condiciones éptimas para la vinificacion
con estas levaduras vimos que ambas estaban recomendadas para la elaboracion de tintos
jovenes lo que guarda relacidon con los resultados ya detallados donde veiamos que la
cepa ICV 27 si era capaz de completar la fermentacion en mostos de este tipo. Dado que
las vinificaciones para tinto se suelen realizar a temperaturas mas elevadas para una

mayor extraccion de color y de compuestos como los taninos (Pretorius, 1.S., 2000) se
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decidié investigar también si existe un efecto de la temperatura sobre la capacidad

fermentativa de las cepas en mosto de la variedad Sauvignon (Figura C4.2).
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Figura C4.2. Microvinificaciones con levadura seca activa en mosto de la variedad Sauvignon. Influencia de la

temperatura de incubacién (16, 22 y 30°C).

En cuanto a las temperaturas seleccionadas para realizar estos analisis finalmente se
optd por ensayar 16°C (temperatura habitual de vinificacion de blancos), 22°C
(temperatura estandar utilizada a lo largo de todo el trabajo) y 30°C (temperatura maxima
permitida en la elaboracion de tintos de Torre Oria (Martinez, S., comunicacioén personal).

Como vemos (Figura C4.2), a 16 y 22°C se mantiene la diferencia en el
comportamiento mostrado por ICV 16 e ICV 27, aunque no a 30°C, donde las 2 cepas
fueron capaces de completar la vinificacion en un tiempo similar e inferior al requerido a
las otras temperaturas. Ademas, parece que las diferencias en el consumo de aztcares se
amplian a medida que disminuye la temperatura. Dado que la temperatura de incubacion

tiene efectos sobre la composicion lipidica de la membrana (Arthur, H. y col., 1976) y,
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presumiblemente entonces, sobre su permeabilidad, estos resultados podrian apoyar la
hipétesis discutida en el capitulo 3 de que las dificultades mostradas por la cepa ICV 27
para completar la fermentaciéon pueden ser debidas a los efectos del etanol sobre la
permeabilidad de membrana.

Considerando en conjunto los resultados obtenidos en este apartado podemos
concluir que las aproximaciones empleadas en los 3 primeros capitulos de esta tesis son
adecuadas, ya que el comportamiento mostrado por las cepas no dista mucho del
encontrado en algunas condiciones similares a las que se pueden producir en bodega.
Ademas, las diferencias encontradas en cuanto al patrén fermentativo en funcién de la
temperatura de incubacion y la diferente sensibilidad a estrés en dos momentos muy
importantes de la vinificacion (tiempo inicial, donde tienen que superar el estrés
osmotico, y entrada en fase estacionaria) son mds indicios que apuntan hacia la resistencia

a estrés para la mejora genética de cepas vinicas.

2. Estudios previos sobre la relevancia de los genes YHR087W y HSP26 en la respuesta a

estrés y la vinificacidn.

Dentro de las lineas de trabajo del laboratorio hay un interés por el estudio del
estrés osmotico que se produce al inicio de la vinificacion, por lo que se investigd la
expresion génica global mediante micromatrices de DNA de un cultivo con glucosa al 2%
(p/v) frente a un cultivo con glucosa al 20% (p/v). Para ello se crecid la cepa de laboratorio
W303-1A en YPD durante una noche, se recogieron las células y se inocularon a una
concentracion de 5:10° células/mL en un medio YP-glucosa 20% (p/v) o en otro YP-glucosa
2% (p/v). Tras una incubacion de una hora se recogieron las células contenidas en ambos
cultivos, se realizod la extraccion del RNA y se mandaron las muestras al servicio de chips
del Fred Hutchinson Cancer Research Center de Seattle para ser procesadas e hibridadas.
Se realizé un marcaje Cy3-2% / Cy5-20% y el inverso, obteniendo una media de induccion
del gen YHRO87W en estas condiciones de 117 veces en el cultivo con un 20% (p/v) de
glucosa respecto al del 2% (p/v) (Del Olmo, M., datos no publicados). Estos resultados son

similares a los encontrados en otros estudios globales de expresion génica en presencia de
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elevadas concentraciones de glucosa (26 veces en el trabajo de Erasmus y colaboradores
(2003) y 5.5 veces en el trabajo de Kaeberlein y colaboradores (2002)).

Seguidamente se pidieron a Euroscarf las cepas mutante en YHR087W y parental
(BY4742) y se realizé un seguimiento del crecimiento en un medio YPD con un 20% de
glucosa (Figura C4.3). Estos experimentos se realizaron por triplicado. Como vemos,
ambas cepas son incapaces de completar la fermentaciéon, hecho observado para la
mayoria de cepas de laboratorio. En cuanto al consumo de azticares no parece haber una
diferencia significativa entre las dos cepas, pero la mutante si parece tener una viabilidad
menor a los dos y tres dias de la vinificacion. También se determind la viabilidad de estas
dos cepas tras una hora de haberlas inoculado en el mosto mostrando un valor medio del

85% en la cepa silvestre y del 74% en la mutante.
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Figura C4.3. Evolucion del consumo de aztcares y del numero de células viables en el mutante para el gen

YHRO087W y en la cepa parental de la que deriva.

Considerando estos datos no parece haber un efecto muy acusado de la interrupcion
del gen en las condiciones estudiadas, por lo que pasamos a confirmar su expresion por

RT-PCR cuantitativa tanto en W303-1A (empleada en el estudio global de la transcripcion)
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como en la cepa BY4742 y en las cepas vinicas utilizadas para el andlisis de expresion de
genes de estrés durante la vinificacion del capitulo 2 (Tabla C4.1). Para el analisis en las
cepas de laboratorio se emplearon las mismas condiciones que en las muestras analizadas
mediante micromatrices y para las cepas vinicas se utilizaron condiciones de vinificacion,
concretamente se comparo la expresion a 1 hora desde la inoculacion en el mosto MS300
con la expresion a las 6 horas puesto que a este tiempo ya vimos una disminucion del
nivel de expresidon de genes de respuesta a estrés osmotico para la mayoria de las cepas

(Figura C2.8).

Tabla C4.1. Expresion del gen YHR087W y viabilidad frente a diferentes condiciones de

estrés osmotico.

Cepa Induccion YHRO087W! Viabilidad KCl1 0,7M2 Viabilidad KCI1 1M3
Media SD Media SD Media SD
ICV 16 236 16 100 n.d. 40 4
ICV 48 211 27 100 n.d. 40 3
ICV 27 16 31 79 2 13 3
IFI 278 273 7 100 n.d. 24 4
IFI 367 15 6 10 4 4 0,2
IFI 391 4 33 47 8 10 1
W303 140 17 n.d. n.d. n.d. n.d.
BY4742 11 14 n.d. n.d. n.d. n.d.

Induccién del gen YHR087W una hora después de la inoculacion en MS300 frente a 6 horas tras la inoculacién
(cepas ICV e IFI) o induccion tras una hora de incubacion en YP-glucosa 20% (p/v) frente a YP-glucosa 2%
(p/v) (cepas W303 y BY4742).

2Porcentaje de células viables tras 2 horas de incubacién en YPD suplementado con KCI 0.7M.

SPorcentaje de células viables tras 1 hora de incubacién en YPD suplementado con KCI 1M.

n.d. No determinado.

Como vemos, en practicamente todas las cepas hay una induccion del gen a la hora
de haber expuesto a las células al estrés osmotico. La tinica excepcion - considerando la
elevada desviacion estandar - podria ser la cepa IFI 391, lo que guardaria relacion con el
nivel de expresion en esta cepa de otros genes de respuesta a estrés osmotico (Figura
(C2.8), donde recordemos que veiamos niveles iguales o superiores a 6 horas respecto a 1

hora. Considerando todas las cepas, parece haber dos grupos claramente diferenciables en
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cuanto al grado de induccion, uno formado por ICV 27, IFI 367, BY4742 e IFI 391 (en los
casos en que muestra aumento de expresion) en las que vemos unos niveles de
sobreexpresion de unas 10-15 veces aproximadamente y otro formado por ICV 16, ICV 48,
IFI 278 y W303 donde la induccién supera los dos ordenes de magnitud. Ademas,
recordando la resistencia a estrés osmotico de las cepas IFI e ICV estudiada en el capitulo
1 (Tablas C1.1 y C4.1) vemos que existe una correlacion entre el nivel de sobreexpresion
del gen YHR0O87W y la viabilidad en las dos condiciones estudiadas: las cepas vinicas con
los niveles mas altos son mas resistentes al estrés causado por el cloruro potasico.

Todos estos indicios parecen indicar una influencia del gen YHR087w, al menos,
sobre la resistencia a estrés osmotico de diferentes cepas vinicas. Por este motivo
pensamos que es un buen candidato para la manipulacion genética de cepas con el
objetivo de mejorar el proceso de vinificacion.

Por otro lado, los resultados obtenidos para diferentes Hsps a lo largo de todo el
trabajo, también hace interesante el estudio de este tipo de proteinas. Por una parte,
hemos visto su posible implicacion en la respuesta a estrés por frio, que, como ya hemos
comentado en varias ocasiones, puede ser importante teniendo en cuenta las actuales
tendencias del proceso de vinificacion en bodega. Por otra parte hemos encontrado
diferencias de expresion en cepas con diferente comportamiento fermentativo. En este
sentido la Hsp mas interesante a nuestro parecer es HSP26 ya que muestra diferencias en
los niveles tanto de transcripcién como de abundancia de proteina. Ademas, el aumento
de expresion durante la entrada en fase estacionaria en condiciones de vinificacion, ha
sido vista tanto a nivel génico como proteico por otros autores (Puig, S. y col., 2000b;
Rossignol, T. y col., 2003; Trabalzini, L. y col., 2003). También es interesante mencionar
que el aumento en la cantidad de proteina es significativa en otras condiciones de
fermentacion diferentes a la vinica, concretamente durante la produccion de cerveza
(Kobi, D. y col., 2004).

Finalmente es interesante comentar que experimentos previos realizados con la cepa
vinica Tz sobreexpresando estas proteinas han mostrado cierta mejora de la resistencia a
estrés (Orozco, H., Jiménez, E., y Del Olmo, M., datos no publicados). Concretamente se

ha visto un porcentaje de supervivencia algo mayor frente a un choque osmoético por un
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25% (p/v) de glucosa en las cepas transformadas con los dos genes respecto a la cepa
transformada con el plasmido vacio. Este incremento en la viabilidad de los cultivos
también se ha visto tras la exposicion a un 10% (v/v) de etanol aunque en este caso la

mejora solo es significativa en la cepa sobreexpresante de HSP26.

3. Seleccidn de cepas v estrategia de manipulacidn.

En base a todo lo expuesto en el apartado 2 se planted la sobrrexpresion de
YHRO87w y HSP26 en las dos cepas vinicas mas estudiadas a lo largo de todo el trabajo, la
cepa ICV 16 (cepa modelo de buen comportamiento fermentativo) y la cepa ICV 27 (cepa
incapaz de completar la fermentacion en la mayoria de condiciones estudiadas). Ambas
son cepas vinicas comerciales por lo que, como se detalld en la introduccidn, no poseen
ninglin requerimiento nutricional que pueda ser utilizado para la seleccion de
transformantes. Por este motivo el primer paso fue la eliminacién de todas las copias del
gen URA3 segun la estrategia que se detalld en el apartado 2.3 de la seccion de Materiales
y Métodos. En la figura C4.4 se muestra el seguimiento de la interrupcidon de copias
mediante la amplificacion de secuencias flanqueantes a URA3. Como vemos, en la
primera carrera aparece una banda tnica que corresponde al gen URA3 intacto y en la
ultima una Unica banda también pero de menor tamafio que se corresponde con el gen
interrumpido. En la Figura C4.5 se indica la capacidad de crecimiento de las cepas
sucesivamente obtenidas en medio sélido con antibidticos. En la cepa ICV 16 se
consiguieron transformantes con integracion en locus diferentes tras dos rondas de
transformacion. En la tercera ronda no pudimos saber si la integracion se produjo en
algin locus ya interrumpido o en algin locus intacto ya que los transformantes
resultantes todavia no presentaban auxotrofia para uracilo y obteniamos 3 bandas como
resultado de la amplificacion. Para solucionar este problema se disefiaron nuevos oligos
(IURA3B, IURAS5B, Tabla M2 de Materiales y Métodos) con una secuencia interna respecto
a la utilizada en las primeras rondas de transformacién de manera que sélo fuese posible
la recombinacién en locus intactos. Con esta nueva construccién se consiguieron
transformantes auxotrofos para uracilo en la primera ronda de transformacion. Para ICV

27 la tercera ronda de integracion se hizo ya con la construccion B de manera que
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garantizabamos la interrupcidon de 3 copias diferentes hasta ese momento. En la cuarta
ronda (realizada también con la construccion B) se consigui6é un transformante auxétrofo
para uracilo con lo que podemos afirmar que en esta cepa hay 4 copias diferentes del gen

URAS.

Kan®* —»
URA3* =

ura3 —»

Figura C4.4. Seguimiento por PCR de la interrupcién de copias del gen URA3. El esquema del proceso se
detall6 en el apartado de Materiales y Métodos. La banda de mayor tamafio (Kan’) se corresponde con la
recombinacion en el locus URA3 del modulo de integracion que contiene la resistencia a geneticina. La banda
intermedia (URA3*) corresponde al locus intacto y la banda mas pequenia (ura3) al locus interrumpido tras la
rescombinaciéon de las secuencias loxP. 1= cepa original, 2= integracién del médulo de interrupcion en la
primera copia de URA3, 3= salto del mddulo, 4= sucesivas rondas de integracion, 5= interrupcién de todas las

copias de URA3.

YPD-geneticina YPD-ciclohexemida 9

9

S A

Figura C4.5. Seguimiento mediante crecimiento en medio selectivo con antibidticos de la interrupcién de
copias de URA3. El proceso comienza en 1 con la integracién del moédulo que contiene la resistencia a
geneticina en la primera copia de URA3. El siguiente paso (2) es la transformacion con el plasmido que
contiene la recombinasa y que confiere resistencia a cicloheximida. Seguidamente hay varias rondas de salto
del modulo (pérdida de resistencia a geneticina) y nueva integracion hasta conseguir un transformante

auxotrofo para uracilo que no muestra resistencia a ningtin antibiético (9).
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Una vez construidas las cepas ura y eliminadas todas las secuencias kan' mediante
recombinacion de secuencias loxP se procedid a la eliminacion del plasmido YEp351-cre-
cyh. Para ello se crecieron cultivos liquidos en medio no selectivo (YPD sin cicloheximida)
y se seleccionaron colonias sensibles al antibidtico segun lo detallado en Materiales y
Meétodos. Una vez obtenidos los transformantes ura-, cyh-, kan® se procedi6 a la
transformacion con los plasmidos YEp352, YEp352-HSP26 y YEp352-YHRO087w.

A pesar de que el proceso de interrupcién se empezd en las dos cepas
simultdneamente, en la cepa ICV 16 se consiguié avanzar mucho mas rdpido debido a
algunos problemas de crecimiento de la cepa ICV 27 en los medios liquidos con
antibiotico. Por ese motivo so6lo se pudieron llevar a cabo experimentos adicionales en la
cepa ICV 16. El primer paso fue comprobar que se habia conseguido una sobreexpresion
de los genes en las cepas transformantes. Dado que tanto HSP26 como YHROS87w se
inducen en fase de crecimiento estacionaria se prob¢ esta condicion para el ensayo. Asi, se
crecieron precultivos en SC-ura de colonias aisladas y se recogié muestra para la
determinacion de los niveles de mensajero después de 1 dia de incubacién a 30°C. Como
referencia se tomo parte del cultivo crecido durante 1 dia, se refrescé en medio nuevo y se
dejé crecer hasta 1.5-2 generaciones con lo que las células estan creciendo
exponencialmente y no deben mostrar respuesta a estrés. El resultado de la determinacion
de niveles de mensajero mediante RT-PCR se muestra en la Figura C4.6. Como se puede
observar los niveles de ACT1, aunque la cantidad de RNA total fue comprobada mediante
Az y comprobacion en gel, fueron muy bajos en la condicion de fase estacionaria. Aun asi
se observa claramente que la cepa transformada con YEp-HSP26 muestra niveles de
expresion mucho mas elevados que la cepa con el plasmido vacio, incluso en condiciones
de crecimiento exponencial. En el caso de YEp-YHRO087w también encontramos efecto de
la sobreexpresion, si bien éste es menos marcado y se detecta mejor, curiosamente, en las
condiciones control. Tal vez en otras condiciones de estrés (por ejemplo elevadas

concentraciones de glucosa) se pueden obtener datos de induccién mas significativos.
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Figura C4.6. Analisis de la sobreexpresion en las cepas transformantes. En la parte de arriba se indican las
cepas y las condiciones en las que se tomd la muestra de RNA y a la izquierda se indica el gen al que

corresponde cada banda.

4. Experimentos de vinificacidon con las cepas transformantes.

Se llevaron a cabo microvinificaciones en mosto natural Sauvignon con las
condiciones de inoculacién que se utilizaron para el primer apartado de este capitulo y
que se describen en la seccion de Materiales y Métodos. Dado que los genes
sobreexpresados responden a estrés y se ha visto una influencia de la temperatura en el
comportamiento mostrado por las cepas (Figura C4.2) se realizé un seguimiento del
consumo de aztcares en vinificaciones realizadas a 16, 22 y 30°C (Figura C4.7). Ademas,

se estudid la viabilidad y la resistencia a estrés en la vinificacion realizada a 22°C (Tabla

C4.2).
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Figura C4.7. Consumo de azuicares mostrado por las cepas transformantes ICV 16 en vinificaciones realizadas

a 16, 22 y 30°C como se describe en Materiales y Métodos.
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En cuanto a los resultados del consumo de azucares obtenidos con las cepas
transformantes no parece haber un efecto claro de la sobreexpresion en estas condiciones
aunque se observan ligeras diferencias en las vinificaciones realizadas a 22°C: las cepas
sobreexpresantes en HSP26 e YHRO087w parecen tener un consumo algo mas activo
respecto a la cepa transformada con el plasmido vacio con lo que seria interesante repetir
las vinificaciones para confirmar este resultado y, probablemente, ensayar otras
condiciones (en principio subdptimas de vinificacién) con el objetivo de analizar si estas
diferencias pueden ser mds importantes y la sobreexpresion puede representar una
ventaja en las mismas.

Tomando en consideracion los resultados de este capitulo relacionados con
resistencia a estrés oxidativo y, dado que en estas cepas se estan sobreexpresando genes
de respuesta a estrés, nos parecio interesante analizar su viabilidad y su capacidad para
resistir condiciones de estrés puntuales adicionales a aquéllas que se van presentando
durante la vinificacién. En consonancia con otros capitulos de este trabajo ademas del
estudio del estrés oxidativo se decidi6 analizar también el estrés por adicién brusca de
etanol (recordemos que son las dos condiciones de estrés que nos ayudan a diferenciar
cepas en funcion de su comportamiento en vinificacion, Capitulo 1). En estos
experimentos, todavia preliminares, hemos encontrado diferencias pequenas entre las
cepas (Tabla C2.4). Los resultados sugieren que la cepa transformada con HSP26 muestra
un porcentaje de viabilidad algo mayor durante el periodo estudiado. Por otro lado, la
cepa transformada con YHR087w parece ser mas resistente al estrés causado por adicion
de etanol.

En cuanto a los ensayos de sensibilidad a estrés oxidativo vemos las mismas
diferencias que encontramos en el primer apartado de este capitulo: hay un incremento de
la resistencia en momentos cercanos a la entrada en fase estacionaria pero sin diferencias
significativas asociadas a las sobreexpresiones. Estos resultados, junto con los obtenidos
con la cepa Tz transformada con los mismos plasmidos, hacen aconsejable la confirmacién
de resultados mediante nuevos experimentos, el ensayo de vinificaciones en las cepas ICV

27 transformantes y, probablemente, el andlisis de condiciones algo mas restrictivas para
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las cepas derivadas de ICV 16 con el objetivo de deducir si pueden darse diferencias mas

significativas en condiciones subdptimas de interés en vinificacion.

Tabla C4.2. Viabilidad y sensibilidad a estrés de las cepas transformantes durante una

microvinificacion a 22°C.

1% vb 6h 1% vb 2D 2% plas 2D ’H202 6h *H20:22D 4% vb et 3h

Cepa Media E Media E Media E Media E Media E Media E
YEp352 42 5 279 11 92 0 3,4 0 3,0 1 79 1
HSP26 55 3 384 8 89 1 3,5 2 3,1 0 79 30
YHRO087w 45 4 273 10 72 3 3,5 2 3,0 1 91 5

E= Error estandar, % de desviacion respecto a la media.

1Porcentaje de células viables a 6 horas o a 2 dias desde la inoculacion.

Porcentaje de células que conservan el plasmido a 2 dias desde la inoculacion.

3Didmetro del halo formado por H:0:2 (descrito en Materiales y Métodos) en células procedentes de la
vinificacion tomadas a 6 horas o 2 dias después de la inoculacion.

“Porcentaje de viabilidad tras 3 horas desde la adicién de etanol hasta una concentracién final del 12% (v/v) a

las vinificaciones después de 2 dias desde la inoculacion.

DISCUSION

En este capitulo final el objetivo general era demostrar que las condiciones utilizadas
a lo largo del trabajo, a pesar de ser aproximaciones que permitiesen el control riguroso
de todos los parametros de la vinificacion, son validas para la obtencion de resultados
aplicables posteriormente a nivel industrial.

En primer lugar se plante6 un analisis del comportamiento en estas cepas en
condiciones mas similares a las de la bodega, concretamente el empleo de mostos
naturales y la utilizacion de levadura seca activa. Como hemos visto la diferencia en los
patrones de fermentacién se mantiene en algunas de las condiciones estudiadas y,
ademas, algunos de los resultados obtenidos, aunque hay que hacer ensayos adicionales,
parecen guardar relacion con las caracteristicas genéticas y fisioldgicas que se han
encontrado en estas cepas en los 3 primeros capitulos. Concretamente el buen
comportamiento fermentativo mostrado por ICV 27 en el mosto Bobal y en el mosto

Sauvignon a 30°C pueden tener alguna conexion con la expresién de genes reprimidos
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por catabolito de nitrégeno y con la hipdtesis de problemas a nivel de permeabilidad de
membrana plasmatica discutidos en el capitulo 3. Otra posible explicacion es que 30°C es
la temperatura éptima de crecimiento de las levaduras, es una condicién mas favorable
para su desarrollo, de manera que, como hemos demostrado en el capitulo 1, la menor
resistencia a algunas condiciones de estrés de la cepa ICV 27 puede estar determinando
que esta cepa solo sea capaz de completar fermentaciones en condiciones en las que no
hay estreses adicionales a los intrinsecos del proceso (por ejemplo limitacion de nitrégeno
y temperaturas subdptimas). En este mismo sentido debemos destacar también los
resultados de experimentos de resistencia a estrés oxidativo de esta cepa mostrados en
este capitulo. Aunque se deben hacer estudios adicionales en mas puntos a lo largo de la
vinificacion es interesante el hecho de que no haya grandes diferencias en la sensibilidad
mostrada por la cepa ICV 27 a lo largo de toda la vinificaciéon pero si en la cepa ICV 16.
Como se indicd en el apartado de resultados una posible explicacion a este resultado es
que la cepa ICV 16 esté protegida frente a la aparicion de condiciones desfavorables
adicionales (en este caso el estrés oxidativo) porque esté mostrando previamente una
respuesta al estrés producido por las caracteristicas propias del proceso de vinificacién, en
concreto el estrés osmotico al inocular las células en el mosto y el estrés por acumulacion
de etanol y por entrada en fase de crecimiento estacionaria en un punto intermedio de la
fermentacion. Estos datos también apuntan hacia ciertos defectos en la respuesta general a
estrés en la cepa ICV 27 y probablemente a su incapacidad de completar fermentaciones
en determinadas condiciones.

En segundo lugar se planteo la obtencion de una cepa ICV 27 auxoétrofa para uracilo
ya que pensamos que es el modelo ideal para el estudio de dianas de mejora genética en
cepas vinicas. El hecho de que sea una cepa comercial que en condiciones concretas de
vinificacion, pero dentro de los margenes habitualmente encontrados en bodega, presente
ciertos problemas fermentativos permite que se puedan ensayar el efecto de las
manipulaciones genéticas en condiciones normales de vinificacién, sin que haya que
recurrir a forzar situaciones extremas para poder encontrar diferencias. La seleccion de la
estrategia basada en generacion de la cepa auxodtrofa y sobreexpresion de los genes de

interés por transformacion con el plasmido multicopia YEp352 se realizo porque se ha
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visto que la cepa Tz ura/YEp352 presenta pardmetros enologicos muy similares a la
original (Puig, S. y col.,, 1998) lo que hace que estas cepas sean potencialmente adecuadas
para su utilizacion en bodega.

En cuanto a las posibles dianas de mejora se opto por el estudio de los genes HSP26
e YHROS87w por todo lo discutido en el apartado 2 de este capitulo. Ademds, en nuestro
grupo de investigacion, hay un gran interés por el estudio de la respuesta a estrés en
levaduras vinicas y de hecho ya se habian intentado estrategias de mejora del proceso de
vinificacion en este sentido. Concretamente se habia ensayado el efecto de la
sobreexpresion de MSN2, uno de los factores que gobierna la respuesta general a estrés en
levaduras. Sin embargo, los resultados de estos experimentos fueron que las cepas
presentaban graves defectos de crecimiento y mostraban una baja viabilidad en
condiciones de vinificacion (Carrasco, P., Tesis Doctoral). Como se comentd en la
introduccion en condiciones desfavorables para el crecimiento de la levadura hay una
activacion de la respuesta general a estrés y, ademads, una parada del crecimiento en
determinadas fases del ciclo celular (Hohmann, S. y col., 2003). Dado que los factores de
transcripcion Msn2p/Msndp controlan muchos de estos procesos (Martinez-Pastor, M.T. y
col,, 1996) su sobreexpresion en condiciones no estresantes puede estar impidiendo el
correcto desarrollo de la levadura a lo largo del ciclo celular. Por este motivo se penso que
una estrategia mas adecuada para no afectar significativamente el crecimiento era ensayar
el efecto de la manipulacion de alguna proteina que no fuese factor de transcripcion, que
fuese diana final de la ruta general de respuesta a estrés y que participase en la resistencia
a diferentes condiciones adversas importantes para el correcto desarrollo durante la
vinificacion, como el estrés osmotico, el estrés por etanol y la entrada en fase de
crecimiento estacionaria. Por todos estos motivos se seleccion6 el gen HSP26. En el caso de
YHRO87w la seleccion se realizo porque, tal y como se ha detallado, también presenta
aumento de expresion frente a estrés osmotico y en condiciones de entrada en fase de
crecimiento estacionaria y porque es un gen de funcién desconocida con lo que puede ser
interesante realizar andlisis que puedan dar ideas sobre su posible funciéon molecular.

Como se ha detallado en el apartado de resultados en las condiciones estudiadas no

parece haber un resultado claro de la sobreexpresion. Aunque las condiciones ensayadas
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pueden ser adecuadas para estudios futuros con las cepas ICV 27 transformantes, la
ausencia o leve efecto mostrado por las cepas derivadas de ICV 16 entra dentro de lo
esperado ya que las condiciones ensayadas son similares a las que se pueden dar en
bodega: al ser una cepa sin problemas de fermentacion, no resulta extrafio que no se
produzca una mejora aparente del proceso. Para intentar observar un efecto en esta cepa
seria mas adecuado ensayar vinificaciones en condiciones desfavorables como por
ejemplo temperaturas atin mas bajas (por ejemplo 10°C), limitacion de nitrégeno,...
Ademas, en estos experimentos preliminares, no se ha comprobado si realmente hay
sobreexpresion de los genes a lo largo de la vinificacion con lo que, en la repeticion de los
ensayos, seria conveniente el analisis de los niveles de mensajero de estos genes respecto
a los mostrados por la cepa transformada con el plasmido vacio.

Por altimo debemos comentar que la estrategia de manipulacion desarrollada, una
vez conseguidas las cepas auxdtrofas para uracilo, resulta muy util por su sencillez para
ensayos preliminares de multiples dianas ya que simplemente requiere de la clonaciéon en
YEp352 de los genes candidatos incluyendo su promotor, y la transformacién de la
levadura con la construccién. Sin embargo, esta estrategia puede conllevar problemas
como la pérdida de plasmido. Otras estrategias que se estan empezando a poner a punto
en el laboratorio intentan solucionar este problema ya que estan basadas en integracion en
el genoma. Concretamente lo que se ha ideado es un sistema de sustitucién de promotores
basado, al igual que en la generacion de auxotrofias, en la integracion por recombinacion
en los promotores diana de las secuencias candidatas junto con el gen de resistencia a
geneticina flanqueado por secuencias loxP (Cardona, F., Aranda, A., y Del Olmo, M., en

preparacion).
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CONCLUSIONES

Tomando en consideracion los resultados detallados a lo largo de este trabajo

podemos sacar las siguientes conclusiones finales:

1.

En una bateria de 14 cepas aisladas de diferentes origenes hemos conseguido
encontrar una correlacion basada en criterios estadisticos entre el
comportamiento fermentativo de las cepas y la resistencia a dos condiciones
de estrés, el estrés oxidativo y el estrés por adicién de etanol. Estos ensayos
de capacidad de resistencia a estrés pueden ser utilizados como criterios
iniciales de seleccion de cepas vinicas con buen poder de fermentacion.

La expresion de genes de respuesta a estrés en diferentes cepas vinicas (la
mayoria de ellas comerciales) muestra niveles absolutos en muchos casos
dependientes de cepa. Sin embargo, el analisis de los perfiles en diferentes
condiciones o a lo largo del tiempo permite sacar conclusiones sobre la
respuesta de las cepas vinicas a condiciones similares a las que tienen lugar
durante la vinificacion en bodega. Asi, ciertas variaciones en el pH del mosto
o en la temperatura durante la vinificacion tienen influencia en la expresion
de ciertos genes de respuesta a estrés. En cuanto a la relacion entre expresion
génica y comportamiento durante la vinificaciéon hemos visto que las cepas
con mayores problemas de fermentacion suelen mostrar escasa regulacion en
la respuesta a estrés y que las cepas con defectos leves en vinificacion tienen
comparativamente bajos niveles de expresion de determinados genes de
estrés en algunos momentos.

A partir del andlisis de la expresion global tanto génica como proteica en dos
cepas con diferente comportamiento fermentativo hemos podido determinar

algunos de los factores moleculares que podrian explicar las diferencias
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fisiologicas que muestran estas dos cepas. Entre estos se podrian resaltar los
aspectos relacionados con el metabolismo de carbohidratos, con la expresion
de genes regulados por catabolito de nitrogeno y con la respuesta a estimulos
de diversa naturaleza. Ademas, las diferencias de expresion de otros genes y
proteinas para los que no hemos encontrado correlacion con el
comportamiento en vinificacion, pero que podrian tener efectos sobre el uso
industrial de estas levaduras (como los relacionados con el metabolismo del
azufre), abren la puerta de futuras investigaciones.

Hemos encontrado una cepa, la ICV 27, que puede ser muy util para el
ensayo de manipulaciones genéticas encaminadas a incrementar el poder de
fermentacion en cepas vinicas. Se ha conseguido construir una cepa derivada
auxotrofa para uracilo que permite su transformacién con plasmidos
multicopia como YEp352 para ensayar el efecto de la sobreexpresion de
genes candidatos.

Hemos comprobado que las aproximaciones utilizadas a lo largo del trabajo
-sobre todo la utilizaciéon de mostos sintéticos y la inoculacion de levaduras
procedentes de cultivos liquidos- son validas a la hora de buscar aplicaciones
biotecnologicas tutiles para la mejora del proceso de vinificacion en bodega.
En este sentido, nuestros datos parecen indicar que la cepa ICV 27 debe
poder llevar a cabo vinificaciones siempre y cuando las condiciones no sean
muy desfavorables (por ejemplo mostos pobres en nitrégeno, temperaturas
lejanas a la dptima...).

Por ultimo destacar que los andlisis realizados durante todo el trabajo han
mostrado indicios de que HSP26 puede ser un buen candidato para la mejora
del comportamiento fermentativo y la resistencia a estrés en cepas vinicas.
Aunque ensayos preliminares de su sobreexpresion no dan lugar a
conclusiones relevantes, los indicios de mejora mostrados por cepas sin
problemas fermentativos (ICV 16 y T73) hacen aconsejable el estudio de
nuevas condiciones para estas cepas y el ensayo con las cepas derivadas de

ICV 27.
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