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Introduccién

1. La produccion del vino.

La producciéon del vino es un proceso biotecnoldgico, de
gran importancia a nivel industrial en muchas regiones del mundo,
en el cual la levadura Saccharomyces cerevisiae juega un papel
fundamental. Este proceso consta de diferentes etapas siendo la
fermentacion alcohdlica una de las principales. Actualmente,
comienza con la produccion industrial de las levaduras secas
activas a partir de cultivos industriales de las mismas que,
posteriormente, son deshidratados. Estas levaduras son inoculadas
en los mostos para llevar a cabo la fermentacion alcohdlica. En la
produccién de algunos vinos puede tener lugar una segunda
fermentacion, en este caso malolactica, conducida por bacterias
lacticas. En otros vinos se requieren etapas posteriores de
maduracion o envejecimiento.

1.1. Las levaduras vinicas

La fermentacién es un proceso microbiolégico complejo a lo
largo del cual los azUcares presentes en el mosto, principalmente
glucosa y fructosa, se transforman en etanol, CO, y otros
subproductos necesarios para la calidad del vino, por la accién
conjunta y progresiva tanto de levaduras como de bacterias y
hongos filamentosos (Fleet y Heard, 1993). De entre estos
organismos los que desarrollan un papel principal son la levaduras:
hongos unicelulares que se dividen por gemacién y que, de
acuerdo con su tipo de desarrollo sexual, pertenecen al grupo de
los Ascomicetes. Aunque existen numerosos géneros de levaduras,
apenas unos quince estan relacionadas con la enologia (Ribéreau-
Gayon y col., 2000).

De manera tradicional, han sido las levaduras presentes en
la superficie de la uva y en las bodegas (especialmente los restos
de los tanques de fermentacion, también llamados pies de cuba)
las utilizadas para llevar a cabo la vinificacion. Hay toda una
diversidad de levaduras en los cultivos frescos de mostos,
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Introduccién

correspondientes principalmente a los géneros Kloeckera
(Hanseniaspora), Pichia, Candida, Metschnikowia, Kluyveromyces y
Sacchoaromyces; ocasionalmente también pueden estar presentes
especies de Zygosaccharomyces, Saccharomycoides, Torulaspora,
Dekkera y Schizosaccharomyces (Fleet, 2008). Ahora bien, esta
flora puede verse afectada por diversos factores, como son la
temperatura, la pluviosidad, la altitud, el grado de madurez de la
cosecha y el uso de fungicidas (Boulton y col., 1996). Por otro
lado, la flora que podemos encontrar en las bodegas esta formada
mayoritariamente por S. cerevisiae (Martini y Vaughan-Martini,
1990; Fleet y Heard, 1993; Fleet, 2007) aunque también se han
podido aislar especies de los géneros Kloeckera, Torulaspora,
Brettanomyces, Candida, Hansenula y Picchia.

Son las especies de los géneros no-Saccharomyces
(principalmente Kloeckera, Candida, Picchia y Metschnikowia) las
que inician espontaneamente la fermentacion del mosto, pero
rapidamente son superadas por el crecimiento de S. cerevisiae,
que es la especie dominante desde la mitad del proceso hasta el
final (Ribéreau-Gayon y col., 2000; Fleet, 2008). Muchos factores
como la composiciéon del mosto, los residuos de pesticidas, la
adicion de sulfito, el contenido de oxigeno disuelto, los factores
killer, la temperatura y, especialmente, la acumulacién de etanol,
afectan la cinética de crecimiento de las levaduras durante la
fermentacion y la competencia entre cepas y especies (Fleet y
Heard, 1993; Bisson, 1999; Yap y col., 2000; Fleet, 2003; Nissen
y col., 2003; Pérez-Nevado y col., 2006; Zott y col., 2008).

Actualmente, la inoculacion en el mosto de levaduras
seleccionadas en forma de levadura seca activa (LSA) es la
practica habitual en las bodegas (Bauer y Pretorius, 2000). Gracias
a este método se reduce la fase de latencia y se asegura una
fermentacion réapida y completa, lo que implica una mayor
reproducibilidad del producto final afio tras afio (Fleet y Heard,
1993; Bauer y Pretorius, 2000). Aln asi, la cepa inoculada, que en
la mayoria de los casos suele imponerse (Delteil y Aziac, 1988),
puede hacerlo s6lo de manera parcial (Esteve-Zarzoso y col.,
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Introduccién

1998). De hecho, durante los primeros dias del proceso coexiste
con las cepas presentes de forma natural, las cuales pueden
aportar propiedades importantes para el vino (Querol y col.,
1992b; Schiutz y Gafner, 1993). En los dltimos afios se ha
empezado a conducir fermentaciones con una mezcla controlada
de diferentes cepas o especies de levaduras, mejorando asi la
complejidad de caracteristicas particulares y especificas de los
vinos (Fleet, 2008; Ciani y col., 2009).

1.2. Criterios de seleccién de levaduras vinicas

La préactica de inocular en el mosto cepas de levadura
capaces de imponerse sobre la flora presente en la uva y en los
tanques de fermentacion exige una seleccion cuidadosa de las
mismas. Los criterios para la seleccion de las cepas vinicas se
pueden clasificar en tres categorias.

La primera de ellas tiene que ver con el progreso de la
fermentacion: las cepas deben conducir fermentaciones vigorosas
con cortas fases de latencia, dejar bajas concentraciones de
azUcares residuales, llevar a cabo fermentaciones reproducibles,
tener baja susceptibilidad a la presion, a las temperaturas no
Optimas y a las elevadas concentraciones de etanol (Degreé,
1993), ser tolerantes a las concentraciones de dioxido de azufre
anadidas (Pretorius, 2000), no producir excesiva espuma,
sedimentar facilmente y no experimentar ralentizaciones o paradas
(Bisson, 1999).

Otra categoria seria la relacionada con la calidad y el
caracter del vino; asi, es necesario que las levaduras encargadas
de la fermentacion produzcan glicerol y B-glicosidasa en las
cantidades adecuadas para conseguir un buen aroma (Degré,
1993; Fleet, 2008). También deben presentar determinados
niveles de ciertas actividades enzimaticas (Darriet y col., 1988;
Dubourdieu y col., 1988) encargadas de la formacion del resto de
los compuestos que influyen en el aroma del vino de una manera
equilibrada, evitando cantidades excesivas de productos no
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deseados (como el acido acético, el acetato de etilo o compuestos
con azufre). Finalmente, no han de afectar negativamente al color
(Lambrechts y Pretorius, 2000; Swiegers y Pretorius, 2005).

Por dltimo, dada la produccion industrial de estas levaduras
vinicas, se hacen necesarias algunas caracteristicas mas
relacionadas con la produccién comercial de las mismas (Degreé,
1993). Asi, para que los costes puedan ser afrontados por las
empresas productoras, las levaduras han de poder crecer en
cultivos a gran escala y en medios baratos (como las melazas).
Ademas, las levaduras deben tolerar las condiciones de estrés
provocadas durante los procesos industriales de desecado,
empaquetamiento, almacenamiento, asi como en las etapas
inmediatamente anteriores a la fermentacibn, como son la
rehidratacion y reactivacion (Soubeyrand y col., 2005; Fleet,
2008).

De acuerdo con la descripciéon anterior, uno de los criterios
que se deben tener en cuenta para la seleccion de cepas vinicas es
la resistencia a estrés.

1.3.Biquimica de la fermentacion alcohdlica

1.3.1. Metabolismo de los azlicares

Las levaduras son capaces de utilizar muy diferentes
fuentes de carbono, desde monosacaridos (glucosa, fructosa,
galactosa y manosa) o disacaridos (como la maltosa o la sacarosa)
e incluso algun trisacarido (rafinosa), hasta aminoacidos; ademas,
también pueden crecer en medios con etanol o glicerol. En
condiciones de disponibilidad de azlcares la levadura realiza un
metabolismo anaerobio, es decir, la fermentacion alcohdlica, pero
en presencia de fuentes de carbono no fermentables y ausencia de
glucosa se pone en marcha el metabolismo aerobio, produciéndose
el ciclo de Krebs de forma completa.

Las fuentes de carbono presentes en el mosto son
principalmente azucares. Entre ellos los que se encuentran en una
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mayor proporcion son la glucosa y la fructosa, llegando a
concentraciones de entre el 15 y el 25 % (p/v). Estos azlcares son
los que permiten a las células obtener la energia necesaria para
realizar otros procesos biosintéticos dentro de la célula. El primer
paso para utilizar estas fuentes de carbono es su captacion desde
el medio extracelular a través de proteinas transportadoras
codificadas por los genes HXT (Lewis y Bisson, 1993; Ko y col.,
1993).

Una vez en el citoplasma la ruta metabdlica encargada de la
degradacion de las hexosas es la glicolisis, descrita en 1940 por
Embder-Meyerhof-Parnas, y que tiene Ilugar en dicho
compartimento celular. La reaccion neta correspondiente a esta
ruta se puede describir de forma la siguiente forma:

Glucosa + 2ADP + 2H™ + 2P; &> 2 Etanol + 2ATP + 2H,0 + 2CO,

La glicolisis consta de diez reacciones y se puede dividir en
dos etapas. En la primera de ellas, que incluiria los cinco primeros
pasos, los azlcares se activarian mediante fosforilacion
dependiente de ATP para dar lugar a la fructosa-1,6-bisfosfato,
molécula que se escinde en otras dos, cada una de ellas de tres
carbonos y con un grupo fosfato (triosas fosfato). En la segunda
etapa, las triosas fosfato son oxidadas por el enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, que requiere NAD" como
coenzima, con lo cual éste se reduce a NADH. En las siguientes
reacciones se forman dos compuestos: el 1,3-bisfosfoglicerato y el
fosfoenolpiruvato, que son capaces de transferir sus grupos fosfato
al ADP para dar lugar a ATP.

En las condiciones anaerobias de la fermentacion alcohdlica
tienen lugar dos reacciones adicionales a partir del producto final
de la glicolisis, el piruvato, cuya finalidad es reoxidar el NADH a
NAD™ para asegurar la continuacion de la ruta. Son las siguientes:

Piruvato descarboxilasa

1) Piruvato » Acetaldehido + CO,
PPi de tiamina
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Alcohol deshidrogenasa

2) Acetaldehido »Etanol
NADH /\ NAD*

Ademas de proporcionar energia, la glicolisis permite
generar algunos metabolitos que sirven como punto de partida
para la biosintesis de otras moléculas y compuestos necesarios
para el crecimiento de las levaduras. Se describiran a continuacion
algunos ejemplos. El primero de ellos seria la glucosa-6-fosfato,
que puede ser redireccionada hacia la ruta de los fosfatos de
pentosa, en la que se forman NADPH (necesario para la sintesis de
acidos grasos) y ribosa-fosfato (requerido para la sintesis de
nucledtidos). El piruvato es la base para la sintesis de diferentes
moléculas como el oxalacetato, el succinato y algunos acidos
grasos y aminoéacidos. Otra molécula que se utiliza para la sintesis
de aminoacidos (de serina concretamente) es el fosfoglicerato. Por
ultimo, la dihidroxiacetona-fosfato, interviene en la sintesis de
glicerol, molécula de suma importancia, no soélo por su papel de
osmolito compatible para hacer frente al estrés osmético al que se
enfrentan las levaduras al inicio del proceso de vinificacion
(Blomberg y Adler, 1992), sino también porque interviene en la
biosintesis de triacilgliceroles (Daum y col., 1998), fundamentales
en la calidad del vino. Ademas, la sintesis de glicerol participa en
el control redox, puesto que durante la misma se produce la
oxidacion de moléculas de NADH (Ansell y col., 1997; Bjorkquist y
col., 1997).

En la Figura 1.1 se muestra un esquema-resumen de lo
comentado hasta el momento sobre la fermentacion alcohdlica.

Hay que destacar que durante el metabolismo de los
hidratos de carbono por las levaduras también se forman alcoholes
superiores que, como posteriormente se comentarda, son de gran
importancia en el aroma del vino.
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Figura 1.1. Esquema de la glicolisis y la fermentacién alcohdlica llevada a cabo por
la levadura S. cerevisiae, incluyendo las derivaciones hacia otras rutas de algunos
de sus metabolitos.

1.3.2. Metabolismo de nitrégeno

Las fuentes de nitrdgeno que pueden ser utilizadas por las
levaduras son muchas: aminoacidos, amonio, uracilo, derivados de
purina y urea. Existe una relacion entre la disponibilidad de las
fuentes de nitrogeno y el crecimiento de las levaduras,
acortandose los tiempos de generacion cuando éstas crecen en
presencia de amonio, glutamato, asparagina y glutamina (Cooper,
1982). En el mosto podemos encontrar diferentes fuentes de
nitrégeno, siendo los compuestos mayoritarios ciertos
aminoacidos, el amonio, los nitratos, las proteinas y polipéptidos,
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las aminas biogénicas y las vitaminas (Monteiro y Bisson, 1992;
Aerny, 1996; Feuillat y col., 1998).

El primer paso para el metabolismo del nitrégeno es la
incorporacion del mismo desde el medio extracelular al interior de
las células. El transporte de amonio implica las proteinas Meplp,
Mep2p y Mep3p (Marini y col., 1994, 1997), mientras que el de los
aminoacidos estda mediado por una permeasa general (codificada
por el gen GAPl1) y por un conjunto de permeasas de diferente
grado de especificidad para un determinado grupo de ellos
(Cooper, 1982; Cartwright y col., 1989; Henschke y Jiranek, 1993;
Walker, 1998). No todos los compuestos nitrogenados se
consumen al mismo tiempo; su cinética de captacion y utilizacion
depende de una serie de factores como son la eficiencia en el
transporte, la posibilidad de conversion en amonio o glutamato sin
liberar productos toxicos para la célula y su necesidad en procesos
biosintéticos en relaciéon con el requerimiento energético y de
cofactores para su utilizacion (Bisson, 1991). De hecho, durante
las primeras 20 horas de \vinificacibn se consume,
aproximadamente, la mitad del amonio disponible y los
aminoéacidos arginina, asparagina, glutamina, isoleucina, lisina,
metionina, serina y treonina (Jiranek y col., 1995). Durante el
crecimiento de las levaduras, las vacuolas sirven como reservorio
de nitrégeno, conteniendo mas de la mitad de los aminoéacidos
(Wiemken y Durr, 1974); esta compartimentaciéon sirve como
mecanismo de regulacion enzimatica para su degradacion
(Sumrada y Cooper, 1978).

En la Figura 1.2 se resume la captacion y utilizacion del
nitrdgeno por parte de la levadura en situacion de disponibilidad
de nitréogeno en el medio.
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Figura 1.2. Captacion y utilizacién de nitrégeno en la levadura S. cerevisiae.

Como se puede observar en la Figura 1.2, los compuestos
centrales del metabolismo nitrogenado son el amonio y el
glutamato. El nitrégeno del amonio se utiliza directamente en la
biosintesis de glutamato a través de la actividad del enzima
glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP*. Las
transaminasas se encargan de interconvertir los aminoacidos a
través del glutamato como grupo dador/aceptor de grupos amino.

El metabolismo del nitrogeno esta regulado finamente
mediante el mecanismo de represion por catabolito de nitrégeno
(NCR, Nitrogen Catabolic Repression). De acuerdo con este
mecanismo, la expresion de los genes requeridos para la
asimilacion y degradacion de fuentes pobres de nitrogeno esta
reprimida en presencia de las fuentes ricas. Cuando éstas se
agotan, se produce un aumento en la expresion de los genes
regulados por este mecanismo (Cooper, 1982; Wiame y col.,
1985; Magasanik, 1992; Cooper, 1996). Este aspecto sera tratado
mas ampliamente en el apartado 2.3 de esta introduccion.
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1.3.3. Relaciéon entre el metabolismo de las levaduras y las
propiedades organolépticas del vino

Una de las caracteristicas mas apreciadas de los vinos es su
aroma, que viene dado por los compuestos olorosos y volatiles
presentes en el mismo. Se pueden distinguir tres tipos de aroma.
El primario o varietal es debido a compuestos preexistentes en el
mosto (como los terpenos) y viene determinado por la variedad de
uva. El secundario depende principalmente del metabolismo de la
levadura durante la fermentacion alcohdlica y, en menor medida,
de las transformaciones bacterianas durante la fermentacion malo-
lactica; estos procesos dan lugar a metabolitos secundarios como
los alcoholes superiores, los ésteres, los aldehidos o los acidos
grasos (Rapp y Versini, 1991). Por dltimo, el tercer tipo de aroma
es el bouquet, que es la denominacién que recibe el conjunto de
aromas que se forman durante el proceso de maduracion del vino,
cuando los compuestos primarios y secundarios del aroma sufren
toda una serie de reacciones quimicas para dar lugar a compuestos
terciarios como los taninos.

Los principales compuestos que se originan en la
fermentacion  alcohdlica y determinan las  propiedades
organolépticas del producto final son los seis grupos de
compuestos que se describen a continuacion. Una descripcion mas
exhaustiva de los mismos se puede encontrar en la revision de
Lambrechts y Pretorius (2000). El primero seria el formado por los
acidos grasos volatiles, tanto de cadena larga (C16 y C18) como
de cadena corta (C8, C10 y C12), en el que también se incluye el
acido acético, cuyos valores estan muy controlados y no deben
superar 1,0-1,5 g/L (Eglinton y Henschke, 1999). Todos ellos se
generan a partir del acetil-CoA procedente de la descarboxilacion
oxidativa del piruvato y se sintetizan por la actividad de los
enzimas acetil-CoA carboxilasa y acido graso sintasa (Ratledge y
Evans, 1989; Paltauf y Daum, 1992).

El segundo de los grupos corresponderia a los alcoholes
superiores, que son los que mas influyen de forma cuantitativa
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en el aroma del mosto, siendo aconsejable un rango de entre 300
y 400 mg/L de los mismos para un efecto 6ptimo en el vino
(Nykénen, 1986). En la levadura existen dos vias para la sintesis
de estos compuestos. La primera de ellas es su sintesis de novo a
partir de los azucares, siendo intermediarios en este proceso los
cetoacidos correspondientes. La segunda via es la transaminacion
de aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina, isoleucina y
treonina) para obtener los correspondientes a-cetoacidos que, en
un segundo paso, son reducidos al alcohol correspondiente. Los
principales alcoholes superiores formados son: 1-propanol, 2-
metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, hexanol y
2-feniletanol (Henschke y Jiranek, 1993).

Otro de los grupos que mayoritariamente afectan al aroma
del vino y, por tanto, de los mas importantes, son los ésteres,
que derivan fundamentalmente del metabolismo de azlcares. Se
pueden clasificar en apolares y polares (Baumes y col., 1986).
Entre los apolares se encuentran los ésteres de acetato de los
alcoholes superiores (como el acetato de etilo, el acetato de 2-
feniletanol o el acetato de isoamilo), generados a partir del alcohol
correspondiente y del acetil-CoA por la accion de las alcohol
acetiltransferasas (Peddie, 1990). También pertenecen a este tipo
los ésteres etilicos de los acidos grasos saturados de cadena media
(como el hexanoato de etilo), que se obtienen a partir del acido
graso activado (por el coenzima A) gracias a la funcion de alguna
acil-CoA sintetasa (Nordstrém, 1964,a,b,c). En el grupo de los
polares se incluyen ésteres que se producen en mayor cantidad,
pero que influyen mas en el cuerpo que en el aroma del vino (dietil
succinato, 2-etil-hidroxipropionato, dietil malato,...). El principal
éster es el acetato de etilo, cuyos niveles no deben superar los 160
mg/L en vinos tintos y los 170 mg/L en blancos (Corison y col.,
1979). Los niveles de los ésteres en el producto final no soélo
dependen de su sintesis, sino también de su hidrdlisis en la fase de
maduracion (Ramey y Ough, 1980) y de su transporte al medio
(Nykénen y col., 1977). También se pueden encontrar ésteres
etilicos de aminoacidos, que se forman cuando la concentraciéon de
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etanol en el medio es elevada, es decir, durante la segunda mitad
de la fermentacion (Herraiz y Ough, 1993).

Entre los aldehidos volatiles de cadena corta hay que
destacar el acetaldehido (limite de 100 mg/L) y el diacetilo (limite
entre 1-4 mg/L), siendo ambos el 90% del total de este grupo.
Provienen de los cetoacidos generados en la sintesis o degradacion
de aminoéacidos o alcoholes superiores. Otros compuestos
importantes para el gusto, color y sabor son los fenoles volatiles,
vinilfenoles en vinos blancos y etilfenoles en tintos (Chatonnet y
col., 1997; Etievant, 1981; Singleton y Essau, 1969). En vinos
tintos se obtienen a partir de los acidos no volatiles trans-ferdlico y
trans-p-cumarico por la accion de las levaduras
Brettanomyces/Dekkera sp (Chatonnet y col., 1997).

Por dltimo se deben citar los compuestos azufrados. El
principal es el sulfuro de hidrégeno, cuyos niveles no deben
superar los 10-100 ug/L. Este compuesto se forma a partir de los
compuestos de azufre presentes en el medio y de los que se
originan a partir de los pesticidas (Henschke y Jiranek, 1993;
Rauhut, 1993).

Diversos estudios publicados durante los udltimos afios
demuestran que los tipos y niveles de los compuestos
organolépticos del vino dependen de diversos factores. Entre ellos
se encuentra la disponibilidad y la naturaleza de las fuentes de
nitrégeno presentes en el mosto o afadidos posteriormente (Torija
y col., 2003; Beltran y col., 2005; Jiménez-Marti y col., 2007;
Carrau y col., 2008; Mendes-Ferreira y col., 2009), asi como la
cepa de levadura responsable principalmente de conducir la
fermentacion alcohdlica y sus peculiaridades metabdlicas (Rapp y
Versini, 1991; Henick-Kling y col., 1998; Lambrechts y Pretorius,
2000).

1.4. Etapas durante la produccion del vino

Actualmente, de acuerdo con la practica habitual en las
bodegas que se ha comentado anteriormente, la primera etapa en
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la produccion del vino pasa por conseguir las LSA que seran
inoculadas en el mosto. Un paso previo es la seleccion de la cepa
de levadura que se pretende utilizar, siguiendo los criterios
descritos en el apartado 1.2 de esta introduccion; esta levadura se
crece en el medio (generalmente melazas) y en las condiciones
Optimas para obtener grandes cantidades de biomasa y
seguidamente se somete a un proceso de desecacion y
deshidratacion para su posterior empaquetamiento y almacenaje.
Antes de ser inoculadas en el mosto las LSA tienen que ser
rehidratadas, generalmente durante unos 30 minutos a 37°C en
una disolucién de agua con un porcentaje variable de glucosa,
entre el 0 y el 5% (p/v) dependiendo del fabricante, tras lo cual se
adicionan directamente al tanque de fermentaciéon. En éste se
encuentra ya el mosto, al cual en muchos casos se ha afiadido
sulfito (150 mg/L en tintos y menos de 200 mg/L en blancos) con
la finalidad de evitar la oxidacion de sus componentes y proteger
frente al crecimiento de bacterias.

En el momento en que las levaduras se afiaden al tanque
comienza la fermentacion alcohdlica. Tras una periodo breve de
latencia y crecimiento lento, se pasa a la fase tumultuosa, que se
extiende aproximadamente durante un tercio del proceso. Mas
tarde, el crecimiento y consumo de azlcares tiene lugar de
manera mas lenta. Durante la vinificacién los azlcares presentes
en el mosto se transforman en etanol y CO,. Cuando las
cantidades de azucares residuales son inferiores a 2-5 g/L se
considera que la fermentacion se ha completado (Carrasco y col.,
2003; Beltran y col., 2004; Mendes-Ferreira y col., 2004).
Dependiendo del tipo de vino que se quiera conseguir, el producto
resultante de la fermentacion puede experimentar diferentes
tratamientos. Asi, en el caso de algunos vinos tintos tiene lugar
una segunda fermentacion, la malolactica (Lonvaud-Funel, 1999).
Independientemente de que esta tenga lugar o no el vino puede
pasar por una etapa de maduracién, en barrica o en botella,
durante tiempos variables segun el tipo de vino que se considere
(crianza, reserva o gran reserva). Finalmente, en vinos como el de
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Jerez tiene lugar un proceso de envejecimiento biolégico; en este
caso se adiciona etanol al vino ya elaborado y se introduce en
barricas donde levaduras diferentes a las que han intervenido en la
fase anterior, las levaduras de flor (Esteve-Zarzoso y col., 2001),
crecen formando un velo en la superficie (Martinez y col., 1998).

1.5. Condiciones de estrés asociadas a las diferentes etapas de
produccién del vino

Se considera situacion de estrés cualquier factor ambiental
que comprometa o dificulte el crecimiento 6ptimo de una célula
(Hohmann y Mager, 2003). La mayoria de estos factores estan
relacionados con fluctuaciones en la temperatura o en la
osmolaridad, cambios en el pH del entorno, presencia de
radiaciones o0 agentes quimicos toxicos y largos periodos de ayuno
de nutrientes.

Durante todas las etapas de produccion del vino las
levaduras se ven sometidas de forma secuencial o simultanea a
una serie amplia de condiciones de estrés, de entre las que cabe
destacar: el estrés oxidativo, el osmdtico, el causado por el
aumento de la concentracion de etanol en el medio y el debido a la
limitacion de nutrientes, a causa de su consumo a medida que
avanza la fermentacion.

En la fase de produccion de LSA, las levaduras se crecen
sobre melazas, recurriendo en las Ultimas etapas del proceso a
alimentacion progresiva o en “fed-batch” con aporte de oxigeno,
para asegurar la obtencién de grandes cantidades de biomasa; en
estas condiciones el metabolismo respiratorio de la levadura esta
activo y determina un importante estrés oxidativo (Bauer vy
Pretorius, 2000). La respuesta a este tipo de estrés es
fundamental en la capacidad fermentativa de las levaduras (Pérez-
Torrado y col., 2009).

El estrés osmotico puede afectar a las levaduras también al
principio de esta fase (Bauer y Petrorius, 2000). Las melazas
pueden llegar a contener hasta 50% (p/v) de sacarosa y, aunque
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se suelen diluir unas 10 veces, las concentraciones resultantes son
suficientes para generar la respuesta a este tipo de estrés. Ahora
bien, el punto critico para el estrés osmadtico es en el momento de
la inoculacion de las levaduras en el mosto, ya que entonces se
pueden encontrar concentraciones de azlcares de entre el 15 y el
25% (p/v) (Attfield, 1997).

A medida que avanza la fermentacion algunos de los
nutrientes necesarios para el crecimiento de las levaduras se van
consumiendo, generandose un estrés por agotamiento de
nutrientes que es de especial importancia en las fases finales del
proceso y en el envejecimiento biolégico (Bauer y Pretorius, 2000).
De manera anéloga, a lo largo de la fermentacidon la concentracion
de etanol en el medio va aumentando, determinando estrés por
etanol (Bauer y Pretorius, 2000), muy destacable también durante
los procesos de envejecimiento bioldgico caracteristicos de los
vinos de Jerez. Este compuesto es altamente toéxico para las
células, ya que por ejemplo, afecta a la membranas biologicas
(Ingram y col., 1984) asi como a diversas actividades enzimaticas.

Otras condiciones de estrés pueden afectar a las levaduras
a lo largo de las diferentes etapas de produccion del vino. Asi,
durante la fase de produccion de levaduras, éstas se enfrentan a
los procesos de desecacion y deshidratacion. Al inicio de la
vinificacion las condiciones de pH acido, determinadas
concentraciones de sulfito, e incluso bajas temperaturas (utilizadas
para potenciar la conservacion de aromas primarios, Llauradd y
col., 2005) representan también situaciones de estrés. Finalmente,
durante el envejecimiento bioldgico las levaduras también deben
enfrentarse a elevadas concentraciones de acetaldehido.

2. Mecanismos de respuesta a estrés en la levadura
Saccharomyces cerevisiae

En respuesta a situaciones adversas, las células coordinan

diversas actividades que implican aspectos relacionados con la
deteccion del estrés, la transduccion de sefiales, el control
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transcripcional y post-transcripcional, el direccionamiento de
proteinas a organulos, la acumulacion de agentes protectores y
diversas actividades reparadoras (Mager y De Kruijff, 1995). La
puesta en marcha de todos estos mecanismos conduce,
finalmente, a un conjunto de respuestas adaptativas esenciales
para la supervivencia o, al menos, para la adaptacion de la célula a
las nuevas condiciones.

2.1. La respuesta general a estrés y la respuesta particular a
diferentes formas de estrés

En un estudio global llevado a cabo por Gasch y col. (2000),
se observd que alrededor de 900 genes de S. cerevisiae
modificaban sus niveles de expresion ante diferentes situaciones
de estrés, y se denomindé a este mecanismo de repuesta global
“Respuesta general a estrés ambiental” (ESR, Enviromental Stress
Response). Unos 600 genes reducian sus niveles de mRNA y la
mayoria de ellos estan implicados en sintesis de proteinas
(Ashburner y col., 2000) y en menor medida en funciones
relacionadas con el crecimiento. En cuanto a los genes cuya tasa
de transcripcion aumentaba, participan en procesos mucho mas
diversos: metabolismo de carbohidratos o de acidos grasos,
transporte de metabolitos, mantenimiento del potencial redox,
detoxificacion de especies reactivas de oxigeno, autofagia,
plegamiento y degradacion de proteinas, modificacion de la pared
celular, reparacion de dafios en el DNA, secrecidn vacuolar y
mitocondrial o sefializacion intracelular (Gasch, 2002; Hohmann y
Mager, 2003).

La respuesta de los genes ESR suele ser inmediata tras la
nueva situacién de estrés, aunque es transitoria (Gasch y col.,
2000; Causton y col., 2001). Por otro lado, guarda relacién con la
severidad del choque ambiental, por lo que un estrés de mayor
magnitud desencadena una respuesta mas fuerte que un cambio
sutil en el ambiente (Gasch y col., 2000). Algunos de los genes
que forman parte de la respuesta ESR presentan una regulacion
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comun por lo que se puede hablar de un mecanismo general de
respuesta a estrés con independencia de la condicion ambiental
cambiante. En estos genes se ha identificado un elemento en la
secuencia promotora denominado elemento de respuesta a estrés
(STRE, Stress Responsive Element), cuya secuencia consenso es
AGGGG (Kobayashi y McEntee, 1990; Marchler y col., 1993). Este
elemento es reconocido por los factores transcripcionales
homodlogos y parcialmente redundantes Msn2p y Msn4p (Martinez-
Pastor y col, 1996; Schmitt y McEntee, 1996), regulados por la
ruta de la proteina quinasa A (PKA) (Marchler y col., 1993; Boy-
Marcotte y col., 1998; Gorner y col., 1998; Garreau y col., 2000;
Garmendia-Torres y col., 2007;) y por la ruta TOR (Helliwell y col.,
1998; Beck y Hall, 1999; Estruch, 2000; Santhanam y col., 2004;
Rohde vy col., 2008). La actividad de estos factores
transcripcionales permite una reprogramacion de la expresion
génica en condiciones de estrés. Es importante destacar que la
existencia de este mecanismo general de respuesta a estrés
determina en las levaduras el fendbmeno conocido como proteccion
cruzada, segun el cual células que han sido expuestas a una
determinada condicidon de estrés presentan una mayor resistencia
a dosis mayores del mismo o a otro tipo de estrés posterior
(Mitchel y Morrison, 1982; Blomberg y col., 1988; Lewis y col.,
1995).

La regulacion de los genes ESR es compleja, ya que, junto
con Msn2/4p existe un gran ndmero de factores transcripcionales
que estan implicados en la misma y, ademas, los cambios en la
abundancia de los transcritos de estos genes pueden estar
mediados a nivel del inicio de la transcripcion, pero también por la
estructura de la cromatina y la estabilidad de los mRNAs (Gasch,
2002; Hohmann y Mager, 2003). En cualquier caso, la regulacion
de la respuesta a estrés permite especificidad y precision en la
respuesta celular a cada condicion adversa, ya que se puede
conducir la respuesta inicial global hacia las necesidades exactas
que ha creado la nueva situacion ambiental (Gasch, 2002;
Hohmann y Mager, 2003).
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Las levaduras son capaces, ademas, de responder de
manera particular a condiciones de estrés mas especificas, como
temperaturas supradptimas, estrés oxidativo, cambios de
osmolaridad o limitacion de nutrientes. Asi, frente a un choque
térmico el factor Hsflp (Heat shock factor) induce principalmente
la expresion de los genes que codifican diferentes carabinas
moleculares (Amoros y Estruch, 2001). Por otro lado, las células
hacen frente al estrés oxidativo causado por la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) mediante la induccion
transcripcional (dependiente de los factores Yaplp y Skn7p) de
mas de 160 genes que codifican proteinas con funciones
antioxidantes, enzimas relacionadas con el metabolismo, carabinas
moleculares, etc. (Kuge y Jones, 1994; Krems y col., 1996). La
respuesta de las levaduras a estrés osmoético y a disponibilidad de
nutrientes se considera con mayor detalle en los apartados
siguientes, dada su relacion con los objetivos de esta Tesis.

2.2. La respuesta a estrés osmotico

La respuesta de las levaduras al estrés causado por el
incremento en la osmolaridad del medio se ha caracterizado de
manera exhaustiva (revisado en Hohmann y Mager, 2003).
Diversos estudios han mostrado que en células sometidas a
elevadas concentraciones de sal o sorbitol se producen cambios
transcripcionales en un 10% de los genes aproximadamente
(Gasch y col., 2000; Posas y col., 2000; Rep y col., 2000; Causton
y col., 2001; Yale y Bohnert, 2001; Hirasawa y col., 2006). La ruta
que principalmente esta relacionada con la respuesta a estrés
hiperosmotico es la ruta HOG (High Osmolarity Glycerol) (Capaldi
y col., 2008), de la que se muestra un esquema en la Figura 1.3.
En estas condiciones, las células son capaces de poner en marcha
dicha ruta a través de los osmosensores de la membrana
plasmaética SInlp y Sholp-Msb2p, los cuales, debido a su diferente
sensibilidad, permiten responder a un amplio rango de cambios
osmoéticos (Maeda y col., 1995). A través de ambas ramas se llega
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a la activacion de Psb2p, que fosforila la quinasa Hoglp en el
citosol (Clotet y Posas, 2007). El cambio en el estado de
fosforilacion de Hoglp conduce a su activacion y rapida
acumulacion nuclear (Ferrigno y col., 1998; Reiser y col., 1999),
con el consiguiente aumento en los niveles de mRNA de los genes
inducidos por choque hiperosmético (Rep y col., 1999a,b, 2000), a
través de factores transcripcionales como Msn2/4p, Msnlp, Hotlp,
Skolp y Smplp (revisado en Hohmann y col., 2007) asi como a la
desarticulacion del complejo represor Tuplp-Ssn6p-Skolp, que se
une al elemento de secuencia CRE (cAMP Response Element; Proft
y Serrano, 1999; Hohmann, 2002). Este efecto sobre el represor
permite a Skolp reclutar los complejos remodeladores de la
cromatina SAGA y SWI-SNF para posibilitar asi la transcripcion de
genes de respuesta a estrés.

Alta osmolaridad

Citosol

Hoti| Msni| Smpt| (Gena| Skn7| |Msn2| |Msnd|

J y y v

Genes de Genes Genes Genes Genes con
biosintesis implicados de bio- implicados elementos
de glicerol || en el sintesis || en STRE

crecimiento de respuesta a

pseudohifal, amino estrés

entre otros acidos oxidativo

Figura 1.3. Esquema de la ruta HOG (adaptado a partir de Gasch, 2002, y
Hohmann y Mager, 2003).
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La fosforilacion de Hoglp se puede detectar cuando a
células creciendo en un medio con rafinosa se afiade NaCl a una
concentracion final 110 mM, e incluso cuando dichas células son
transferidas a un medio con 2% de glucosa (Tomas-Cobos y col.,
2004). Este estudio demuestra ademas que la fosforilacion de
Hoglp es mayor al incrementarse la osmolaridad.

Entre los genes que se inducen como respuesta a estrés
hiperosmoético es importante destacar GPD1 (que codifica el
enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa) y GPP2 (codificante de
glicerol-3-fosfatasa), responsables de la producciéon de glicerol. La
expresion de estos genes esta controlada por la ruta HOG a través
de los factores transcripcionales Hotlp y Msnlp (Rep y col.,
1999a,b). Tras un choque osmoético el aumento en los niveles de
mRNAs de GPD1 y GPP2 es rapido y transitorio, de unas 50 veces
(Larsson y col., 1993; Albertyn y col., 1994; Ansell y col., 1997;
Rep y col., 1999b; Eriksson y col., 2000). La maxima expresion de
estos genes se encuentra a los 45 minutos, volviendo a valores
basales a los 90 minutos. De acuerdo con la funcién de estos
genes, la concentracion intracelular de glicerol va aumentando a
partir de los 30 minutos del choque osmadtico, alcanzando el valor
maximo alrededor de los 90 minutos, momento en el que se
estabiliza su nivel, unas 3 veces superior al basal (Rep y col.,
1999a,b).

El glicerol es un metabolito secundario derivado del
metabolismo de la glucosa que se utiliza para diversos procesos.
Asi, por ejemplo, la produccion de glicerol en respuesta a un
choque hiperosmoético es fundamental, puesto que es la molécula
osmoprotectora (0 osmolito compatible) que las levaduras utilizan
principalmente para incrementar la osmolaridad en el interior
celular (Blomberg y Adler, 1992). También protege frente a un
aumento en la temperatura (Siderius y col., 2000) o frente al
estrés oxidativo (Pahlmar y col., 2001). En condiciones anaerobias
es esencial su produccion, ya que sirve para reoxidar el exceso de
NADH (Ansell y col., 1997; Bjorkqvist y col., 1997). Otra via en la
que estd implicado el glicerol es en la sintesis de fosfolipidos
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(Daum y col., 1998). Este compuesto es, ademas, fuente de
carbono y energia para las células que pueden captarlo del medio.

En S. cerevisiae el glicerol se puede sintetizar a partir de la
dihidroxiacetona-fosfato mediante dos pasos consecutivos: en el
primero se reduce a glicerol-3-fosfato a través de las glicerol-3-
fosfato deshidrogenasas (codificadas por los genes GPD1 y GPD2)
dependientes de NAD"' (Larsson y col., 1993; Albertyn y col.,
1994; Eriksson y col., 1995; Ansell y col., 1997). En el segundo
paso, el glicerol-3-fosfato es desfosforilado por las glicerol-3-
fosfato fosfatasas Gpplp y Gpp2p, también dependientes de NAD™
(Hirayama y col., 1995; Norbeck y col., 1996; Pahlman y col.,
2001). Existen también en levadura enzimas que podrian permitir
la conversion de glicerol en dihidroxiacetona-fosfato a través de
dihidroxiacetona: GCY1 e YPR1 codifican unas posibles
deshidrogenasas de glicerol y DAK1 y DAK2 dos putativas quinasas
de dihidroxiacetona (Norbeck y Blomberg, 1997; Blomberg, 2000),
cuya expresion se ve incrementada frente a varios tipos de estrés
(Norbeck y Blomberg, 1997; Gasch y col., 2000; Causton y col.,
2001). Por otro lado, el glicerol puede entrar a la célula mediante
tres mecanismos diferentes. El primero es por difusion pasiva,
aunque es un proceso lento, que parece estar disminuido cuando
las células crecen en un medio de alta osmolaridad (Gancedo y col.
1968; Brown, 1974; Sutherland y col., 1997; Tamas y col., 1999).
La segunda via es la difusion facilitada mediada por el canal Fpslp,
que permite tanto la entrada como la salida; este canal se cierra
para permitir la acumulacién de glicerol durante el choque
osmoético, mientras que si se produce una disminucion en la
osmolaridad externa se abre para permitir su salida (Luyten y col.,
1995; Tamas y col., 1999).

El dltimo de los mecanismos es la captacion activa,
posiblemente de manera simporte con Na® o H* (Lucas y col.,
1990; Van Zyl y col., 1990; Lages y Lucas, 1997), a través de las
proteinas Guplp y Gup2p. El gen STL1 codifica también un
transportador simporte glicerol-H™ (Ferreira y col., 2005). Una vez
en el interior de la célula, la glicerol quinasa Gutlp fosforila el
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glicerol (Sprague y Cronan, 1977; Pavlik y col., 1993) para
generar glicerol-3-fosfato, que es oxidado por la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de FAD Gut2p (Sprague y Cronan,
1977; Rennow y Kielland-Brandt, 1993). La expresion de estos
genes no esta controlada por estrés osmotico, excepto en el caso
de STL1, que muestra una induccion fuerte aunque transitoria en
estas condiciones (Gasch y col., 2000; Causton y col., 2001;
Ferreira y col., 2005). En la Figura 1.4 se presenta un esquema del
transporte y metabolismo del glicerol.

Glicerol

Pi
% Glicerol
Goed” \[pf\(l?

Glicerol Glicerol-3-P Geyd
ATP pd1,2 ATP
Gutl NAD* Dak1,2 DHA
DHAP S
Glicerol-3-P NADH Pi

Citosol

R
Mitocondria

Figura 1.4. Metabolismo del glicerol (Adaptado de Hohmann y Mager, 2003).

En la respuesta de las levaduras a estrés osmoético también
estan implicadas otras rutas. La calcineurina, una fosfatasa
Ser/Thr dependiente de calcio/calmodulina es activada por este y
otros tipos de estrés (Denis y Cyert, 2002). Esta fosfatasa es un
heterodimero formado por una subunidad catalitica (codificada en
S. cerevisiae por los genes parcialmente redudantes CNA1 y CNA2)
y una pequefia subunidad reguladora (codificada por CNB1) (Cyert
y col., 1991; Liu y col.,, 1991; Cyert y Thorner, 1992). La
calcineurina acopla sefiales de Ca?" a repuestas celulares
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(Aramburu y col., 2000) a través de la activacion por
desfosforilacion del factor transcripcional Crz1lp, que se transloca
asi al nucleo y activa la transcripcion de genes que presentan el
elemento de secuencia CDRE (Calcineurin Dependent Response
Element; Stathopoulos y Cyert, 1997; Cyert, 2003). Entre estos
genes se encuentran los codificantes de ATPasas de tipo P
implicadas en la homeostasis de iones, como PMC1, PMR1 o ENA1
(Matheos y col., 1997; Stathopoulos y Cyert, 1997; Yoshimoto y
col., 2002a; Bultynck y col., 2006).

La ruta de la PKC se activa en condiciones de estrés
hipoosmético o de cualquier otra situacion que afecte la integridad
de la pared celular (Lee y col., 1993; Kamada y col., 1995; Ketela
y col., 1999). La sefializacion en esta ruta se produce a través de
Pkclp, que fosforila Bcklp (MAP-KKK), que a su vez fosforila
Mkk1/2p (MAPKK), responsable de la fosforilacion de Mpklp (Posas
y col., 1998a). Esta MAPK fosforila los factores transcripcionales
RIm1p, Swidp y Swibp lo que conduce a la induccion de diversos
genes relacionados con la pared celular y su arquitectura. Algunos
datos obtenidos en los Ultimos afios sugieren una implicacion de la
ruta de la PKC en respuesta a estrés hiperosmatico. Asi, Nanduri y
Tartakoff (2001) han descrito la participacion de la actividad
quinasa Pkclp en la relocalizacion de proteinas después de un
choque hiperosmoético, y Garcia-Rodriguez y col. (2005) han
mostrado una activacion transitoria de esta ruta en respuesta a
este tipo de estrés, una vez que la ruta HOG ha detectado el
incremento en osmolaridad y puesto en marcha la respuesta
celular al mismo.

Finalmente, frente a alta osmolaridad, aunque también en
respuesta a otras sefiales (insulina, factores de crecimiento, etc.)
se activa la ruta de la quinasa de fosfatidilinositol-3-fosfato. En S.
cerevisiae, tras un choque hiperosmaético, Fablp fosforila el
fosfatidilinositol-3-fosfato a fosfatidilinositol-3,5-bifosfato,
P1(3,5)P2 (Yamamoto y col., 1995; Cooke y col.,, 1998),
permitiendo la acumulacion de éste (Dove y col., 1997). Los
procesos celulares regulados por esta ruta son variados y van

39



Introduccién

desde la transduccion de sefiales hasta la proliferacion celular
pasando por el trafico vesicular o la reorganizacion del
citoesqueleto (revisado en Martin, 1998; Wera y col., 2001).

El estrés osmoético también puede ser provocado por
elevadas concentraciones de azucar. De hecho, al inicio de la
fermentacion alcohdlica durante la producciéon del vino, como ya se
ha comentado anteriormente, este tipo de estrés es muy
importante. En este caso, las levaduras se enfrentan a una
situacion particular puesto que tienen que ser capaces de
enfrentarse al estrés osmotico teniendo niveles elevados de
glucosa disponible para el crecimiento. La glucosa es la fuente de
carbono y energia preferida por S. cerevisiae. En diversos
microorganismos, la levadura entre ellos, se ha identificado un
mecanismo de regulacion conocido como represion por catabolito
de carbono (Santangelo, 2006; Gancedo, 2008, y referencias
incluidas en estos trabajos). De acuerdo con este mecanismo, las
células en presencia de glucosa reprimen la transcripcion de los
genes implicados en el catabolismo de fuentes de carbono menos
eficientes. Los genes que sufren esta represion son principalmente
aquellos implicados en la respiracion celular (ciclo de Krebs y
cadena de transporte electrénico), la gluconeogénesis, el ciclo del
glioxilato y el transporte y degradacion de fuentes de carbono
alternativas. En el mecanismo de represion por glucosa (Figura
1.5) interviene la quinasa Snflp (Carlson y col., 1981).

En condiciones de limitacion de glucosa esta quinasa
inactiva Miglp, evitando asi su interaccion con el co-represor
Cyc8p-Tuplp. Ante un exceso de glucosa, la quinasa Snflp esta
inactiva (McCartney y Schmidt, 2001), Miglp no esta fosforilada y
se encuentra en el ndcleo, donde ejerce su papel represor (Kaniak
y col., 2004; Papamichos-Chronakis y col., 2004).
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Figura 1.5. Mecanismo de represion por catabolito de carbono. Adaptado de
Hohmann y Mager, 2003.

Algunos estudios se han centrado en el analisis de la
respuesta al estrés osmodtico provocado por elevadas
concentraciones de glucosa (Kaeberlein y col., 2002; Erasmus y
col., 2003). Kaeberlein y col. (2002) realizaron un experimento de
micromatrices con la cepa PSY316 creciéndola en un medio con
20% de glucosa y encontraron sobreexpresados en comparacion
con 2% de glucosa los genes implicados en la biosintesis de
glicerol y trehalosa. Por su parte, Erasmus y col. (2003)
compararon la respuesta transcriptomica global de la cepa Vinl3
creciendo en 40 o en 22% de glucosa en mosto Riesling. En este
estudio observaron que los genes cuya expresion aumentaba en
40% de glucosa con respecto a 22% eran los glicoliticos, los de la
ruta de los fosfatos de pentosa y los implicados en la formacion de
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acido acético a partir del acetaldehido; por otro lado, los genes con
menores niveles de expresion en alta glucosa eran los involucrados
en la biosintesis de novo de purinas, pirimidinas, histidina y lisina.
Conclusiones similares se obtuvieron en un estudio proteémico
llevado a cabo por Pham y Wright (2008) en el que muchas de las
proteinas implicadas en la glicolisis y la ruta de los fosfatos de
pentosa también se encontraron en mayores niveles en alta
glucosa.

Es importante sefialar que en la adaptacion de S. cerevisiae
al estrés hiperosmoético también se ha descrito un importante
papel de la regulacion post-transcripcional, a través del control de
la estabilidad de los mRNAs (Greatrix y van Vuuren, 2006; Molin y
col., 2009; Romero-Santacreu y col., 2009).

2.3. La respuesta a la disponibilidad de nutrientes

Como se ha comentado anteriormente, una de las
condiciones de estrés mas relevantes durante la fermentacion
alcohdlica es el ayuno de nutrientes. Es importante, hacer una
distincion previa entre limitacion y ausencia de nutrientes. A lo
largo del crecimiento de un microorganismo en un medio suele
disminuir la disponibilidad de alguno de los nutrientes, lo cual
conduce a un cambio metabdlico que permite la utilizacion de un
nutriente alternativo mas pobre. Asi, en medios con fuentes de
carbono fermentables, como la glucosa, la disminucién de las
mismas determina una fase de transicion entre el metabolismo
fermentativo y el respiratorio, denominada cambio dialdxico, que
da paso a la fase de crecimiento postdiadxica, en la que la
levadura se adapta a la utilizacion de acetato, etanol y otros
productos de la fermentaciéon como fuente de energia (Francois y
col., 1987; Hohmann y Mager, 2003). Sin embargo, la ausencia de
uno o varios nutrientes esenciales determina la entrada en fase
estacionaria, lo que desencadena una disminucién drastica de la
tasa de crecimiento y el aumento de la resistencia a estrés
(Herman, 2002). Mientras que en condiciones de laboratorio, la
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entrada en fase estacionaria es provocada por la ausencia de
glucosa (Werner-Washburne y col., 1996), en el caso de la
fermentacion vinica puede ocurrir en presencia de grandes
cantidades de azUcares por el agotamiento previo de compuestos
nitrogenados y la elevada concentraciéon de etanol (Fleet y Heard,
1993).

Para su crecimiento la levadura necesita, por tanto, una
serie de nutrientes esenciales, entre los que se encuentran fuentes
de carbono y de nitrogeno, cuya utilizacion esta finamente
regulada. En el apartado anterior se ha hecho referencia al
mecanismo de represion por catabolito de carbono, que permite a
las levaduras utilizar fuentes de carbono alternativas a la glucosa
cuando ésta empieza a agotarse. En el caso del nitrégeno, S.
cerevisiae también presenta un mecanismo de represion por
catabolito de nitrégeno (NCR, Nitrogen Catabolite Repression,
Wiame y col., 1985): la presencia de fuentes de nitrégeno
preferidas (amonio, glutamina o asparagina) determina una
represion de los genes implicados en el transporte y metabolismo
de otras mas pobres (como la prolina, la alantoina o el y-
aminobutirato) (Cooper, 1982; Magasanik, 1992). En el
mecanismo NCR intervienen varios factores transcripcionales que
reconocen secuencias tipo GATA: los activadores GIn3p vy
Gatlp/Nillp y los represores Dal80p/Ugad43p, Dehlp/Gzf3p,
Dal81lp y Dal82p (revisado en ter Schure y col., 2000). En
condiciones de limitacion de nitrégeno los reguladores GIn3p y
Gatlp se acumulan en el nucleo, donde se unen a los promotores
de genes sometidos a represion por NCR, activando asi su
transcripcion. Los grupos de genes que se activan en estas
condiciones son los relacionados con el transporte de aminoacidos
—ya sea general (GAP1) o de sustratos particulares (PUT4, CAN1 o
DAL4)-, con el catabolismo de la urea (DUR1,2), la arginina
(CAR1,2), la prolina (PUT1,2), el y-aminobutirato (UGAL,2), la
alantoina (DAL1,2,3,7) o la glutamina (GLN1, GDH1/2), asi como
algunos que codifican activadores especificos (PUT3, DAL81/,82).
Cuando el nitrégeno se encuentra en exceso, la actividad de GIn3p
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estd reprimida por la glutamina intracelular y la de Gatlp por el
glutamato (Stanbrough y col., 1995); ademas, ambos estan
excluidos del nucleo por la unién a Ure2p, y GIn3p se encuentra
hiperfosforilado (Beck y Hall, 1999). Para la mayoria de los genes
regulados por el mecanismo de represion por catabolito de
nitrogeno, Dal80p y GIn3p tienen funciones antagodnicas. Existe un
conjunto de genes en los que ambos factores reconocen la misma
secuencia GATA, por lo que compiten por unirse a ella (Coffman y
col., 1997; Daugherty y col., 1993). Es importante resaltar que los
promotores de GAT1l, DAL80 y DEH1 contienen multiples
secuencias GATA por lo que existe la posibilidad de autoregulacion
y regulacion cruzada (Cunningham y col., 2000).

Existen varias rutas implicadas en la regulacion
transcripcional en respuesta a nutrientes que controlan los
mecanismos de represion por catabolito, la entrada en fase
estacionaria y la respuesta a estrés. Una de estas rutas es la de la
proteina quinasa A (PKA, revisada en Hohmann y Mager, 2003)
(Figura 1.6). Este enzima contiene subunidades cataliticas (Tpkl-
3p) y reguladora (Bcylp, donde se une el cAMP) (Thevelein y col.,
2000). En condiciones de disponibilidad de glucosa en el medio, la
fosforilacion intracelular de la glucosa y la activacion del sistema
receptor de este azucar (formado por Grplp y Gpa2p) incrementan
la actividad de la adenilato ciclasa Cyrlp, provocando un
incremento transitorio en los niveles de cAMP (Colombo y col.,
1998; Kraakman y col., 1999; Rolland y col., 2000; Versele y col.,
2001). ElI cAMP se une a las subunidades reguladoras, haciendo
que se disocie el complejo y queden activas las subunidades
cataliticas. Las Tpks inactivan entonces la quinasa Snflp,
mediando asi la represion de genes implicados en
gluconeogénesis, respiracion, utilizacion de sustratos alternativos,
liberacion de carbohidratos de reserva, y respuesta a estrés, entre
otros (Thevelein y De Winde, 1999; Thevelein y col., 2000).
Cuando la glucosa se agota, disminuyen los niveles de cAMP, y las
Tpks se inactivan, con la consiguiente desrepresion de los
diferentes tipos de genes citados anteriormente (revisado en
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Hohmann y Mager, 2003). Existe una relaciéon de antagonismo
entre la ruta de la PKA y la respuesta general a estrés (Smith y
col., 1998): Ila PKA inhibe Ila actividad de los factores
transcripcionales Msn2/4p al impedir su hiperfosforilacion y su
translocacion al ndacleo (Gorner y col., 1998).
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Figura 1.6. Esquema de la ruta PKA. Adaptado de Estruch, 2000; Folch-Mallol y
col., 2004 y Aguilera y col., 2007.

Otra ruta de transduccioén relacionada con la respuesta a la
disponibilidad de nutrientes que, ademas, permite interconectar
los mecanismos de represion por catabolito de carbono y de
nitrégeno (revisado en Hohmann y Mager, 2003), es la ruta TOR
(Target of Rapamycine), mostrada en la Figura 1.7. Esta ruta
activa un programa de crecimiento celular en respuesta a
nutrientes como carbono y nitrégeno (Barbet y col., 1996; Thomas
y Hall, 1997; Noda y Ohsumi, 1998; Beck y Hall, 1999).
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Nutrientes Estrés Rapamicina

Citosol

Nicleo
Transcripcién RNA pol I, II, IT
genes de l
utilizacion de
nitrégeno Transcripcién rRNA, tRNA,

proteinas ribosomales.

Figura 1.7. Esquema de la ruta TOR. Adaptado de Estruch, 2000; Folch-Mallol y
col., 2004 y Aguilera y col., 2007.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, las quinasas TOR
estan codificadas por TOR1 y TOR2, y existen en forma de dos
complejos multiproteicos funcionalmente diferentes: TORC1
(responsable de la sensibilidad a rapamicina) y TORC2 (Loewith y
col., 2002). La inactivacion de TORC1 por rapamicina desencadena
la induccién de la transcripcion de genes controlados por represion
de catabolito de nitrégeno (Beck y Hall, 1999; Cardenas y col.,
1999; Hardwick y col., 1999); estos cambios transcripcionales
derivan fundamentalmente de la recolocacion en el nucleo de los
factores transcripcionales GIn3p, Msn2/4p y Rtglp, controlados por
TORC1 (Beck y Hall, 1999; Komeili y col., 2000). Cuando las
proteinas TOR estan activas la entrada de estos factores al nucleo
esta restringida por su asociacion a las proteinas Ure2p (en el caso
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de GIn3p, Beck y Hall, 1999; Bertram y col., 2000; Cardenas y
col., 1999; Hardwick y col., 1999), Rtg2p (para Rtglp y Rtg3p,
Komeili y col., 2000) y Bhml1lp y Bhm2p (en el caso de Msn2p y
Msn4p, Beck y Hall, 1999).

Las principales dianas de TORC1 son los complejos Tap42p-
fosfatasa (Di Como y Arndt, 1996; Duvel y col., 2003), localizados
fundamentalmente en la membrana plasmatica. La rapamicina
disrumpe la interaccion entre esos complejos y TORC1, lo que
conduce a la activacion de las fosfatasas asociadas a Tap42p (Yan
y col., 2006); también afecta la asociacion entre Tap42p y otra
fosfatasa, Sit4p, que resulta también activada (Di Como and Arndt,
1996; Rohde y col., 2004).

Durante la fermentacion alcohodlica se puede dar una
situacion un tanto paraddjica, en la que haya suficiente glucosa (o
azucares) disponible en el medio, pero algunos nutrientes, como el
nitrogeno, el fésforo o el azufre se agoten. En estas condiciones la
adicion de los nutrientes limitantes determina una serie de
cambios rapidos en la actividad de enzimas implicados en el
metabolismo de la trehalosa y en la glicolisis (Francgois y col.,
1991; Crauwels y col., 1997; Moskvina y col., 1998; Francois y
Parrou, 2001), asi como la induccidon de la transcripcion de los
genes ribosomales y una disminucion de la de los genes
controlados por STRE (Griffioen y col., 1994; Neuman-Silberberg y
col., 1995; Griffioen y col., 1996; Winderickx y col., 1996; Boy-
Marcotte y col., 1998). Estos cambios se engloban en una
respuesta que ha sido designada como ruta FGM (Fermentable
Growth Medium-induced) (Thevelein, 1994; Thevelein y de Winde,
1999; Thevelein y col., 2000). Aunque todos estos efectos parecen
dependientes de la ruta de la PKA, no estdn mediados por un
aumento en los niveles de cAMP (Hirimburegama y col., 1992) y
ocurren independientemente de la fosforilacion de los azucares
(Pernambuco y col., 1996). Se considera que la proteina quinasa
Sch9p funcionaria como reguladora de la actividad de la PKA en la
respuesta FGM, activando positivamente las tres subunidades
cataliticas (Tpk1l-3) libres de la misma (Jiang y col., 1998). De
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este modo, Sch9p controla de forma independiente de cAMP
caracteristicas fenotipicas afectadas por la PKA (Crauwels y col.,
1997; Thevelein and De Winde, 1999; Pascual-Ahuir y Proft,
2007). De hecho el andlisis de los genes diana de las rutas cAMP-
PKA y FGM revela que Sch9p puede actuar sinergisticamente o de
forma opuesta a cAMP-PKA dependiendo de la diana considerada
(Roosen y col., 2005).

Es importante resaltar que entre estas tres rutas (PKA, TOR
y FGM) existen diversas conexiones. Asi, PKA y TOR comparten
dianas comunes en el control de la respuesta a estrés, la
biogénesis de ribosomas y el metabolismo de los carbohidratos de
reserva y Sch9p es sustrato del complejo quinasa TORC1 (Zabrocki
y col., 2002). Por otro lado, las tres rutas controlarian la respuesta
de las levaduras frente a condiciones de estrés a través de la
quinasa Rimpl5p; asi, en condiciones de disponibilidad de
nutrientes la ruta PKA y Sch9p inhiben la localizacion nuclear de
Rim15p, mientras que la ruta TOR provoca su localizacidon
citoplasmatica (Pedruzzi y col., 2003; Roosen y col., 2005).
Rim15p activa la transcripcion de genes de respuesta a estrés a
través de los factores transcripcionales Msn2/4p y Gislp (Lenssen
y col., 2002; Wei y col., 2008).

2.4. La respuesta a estrés durante la fermentaciéon alcoholica

Para que el proceso de produccion del vino avance de
manera adecuada, es necesario que se den todo un conjunto de
respuestas a los diferentes tipos de estrés que puedan ocurrir
durante el mismo, descritos en el apartado 1.5.

Los primeros andlisis transcriptdmicos llevados a cabo con
cepas vinicas se centraron en el estudio de un conjunto delimitado
de genes durante las diferentes etapas de la produccion del vino,
fundamentalmente en el proceso de fermentacion. Ahora bien, la
aplicacion de la tecnologia de las micromatrices ha permitido
enfocar los andlisis hacia la comprension de las bases moleculares
de la adaptacion de estas levaduras a las diferentes situaciones de
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estrés que se dan durante el proceso de producciéon del vino. En
este sentido, el primer estudio global (Rossignol y col., 2003),
revel6 cambios en la expresion de mas de 2000 genes durante la
vinificacion. Algunos de los estudios de expresion génica con cepas
vinicas se han llevado a cabo en mostos naturales, pero en la
mayoria de los casos (como en el descrito de Rossignol y col.,
2003) se ha recurrido a mostos sintéticos que mimetizan los
naturales y permiten controlar la composicion quimica,
aumentando asi la reproducibilidad de los experimentos. También
se han publicado diversos andlisis en levaduras vinicas en
condiciones de laboratorio, asi como en levaduras de laboratorio
en situaciones adversas para el crecimiento caracteristicas de la
produccioén del vino, para entender los mecanismos de respuesta a
condiciones particulares de estrés en mayor detalle y de forma
aislada, aunque debe tenerse en cuenta que no siempre los datos
de expresion génica son coincidentes en condiciones de laboratorio
y de vinificacion (Puig y Pérez-Ortin, 2000a,b; Carrasco y col.,
2003).

Una descripcion mas detallada puede encontrarse en el
Pérez-Ortin y Garcia-Martinez (2005) y en Pérez-Ortin y col.
(2009). Un grupo de genes estudiado en condiciones de
vinificacion ha sido el de los glicoliticos. Mediante andlisis
Northern en vinificaciones conducidas por la cepa T73 (Querol y
col., 1992a), Puig y Pérez-Ortin (2000a), detectaron que estos
genes se expresan a lo largo de todo el proceso pero existen
diferencias en los niveles de mRNA tanto entre genes (alcanzando
los maximos niveles los TDH2/3), como en funcidon de los mostos
utilizados, posiblemente debido a variaciones en la composicion de
los mismos. Estudios globales de expresion génica han mostrado
cambios en la expresion de los genes glicoliticos en funciéon del
contenido en nitrogeno (Backhus y col., 2001) y en glucosa
(Erasmus y col., 2003) de los mostos utilizados.

Otro aspecto muy estudiado mediante analisis de expresion
génica ha sido el de la respuesta a estrés osmatico al inicio de
la vinificacion, porque, como ya se ha comentado ampliamente,
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esta es una de las condiciones adversas que afecta en mayor
grado a las levaduras durante la produccion del vino. Pérez-
Torrado y col. (2002a) en experimentos de vinificacion con la cepa
T73 en mostos sintéticos con diferentes concentraciones de
azlcares observaron un incremento muy rapido y transitorio en la
expresion del gen GPD1 en medios con 20% de glucosa, mientras
que otros genes de respuesta a estrés (HSP12 y HSP104)
mostraban durante las primeras horas de vinificaciéon niveles de
mMRNA inferiores a los encontrados en el inéculo. En un estudio
llevado a cabo con varias cepas vinicas comerciales y no
comerciales con diferente comportamiento fermentativo sobre la
expresion de 19 genes de respuesta a estrés se observo en la
mayoria de ellos una disminucién en los niveles de mRNA entre 1y
6 horas tras la inoculacion (Zuzuarregui y del Olmo, 2004b). Estos
datos sugieren que la respuesta a estrés hiperosmotico al inicio de
la vinificacion puede presentar peculiaridades con respecto a la
respuesta a otros tipos de estrés, probablemente por el efecto de
la glucosa y del pH.

La respuesta a este tipo de estrés ha sido objeto también
de estudios de expresion génica global, como se ha comentado en
el apartado 2.2 de esta introduccion. Se trata de los analisis de
Kaeberlein y col. (2002), utilizando una cepa de laboratorio y
cultivos pre-diluidos con ODggo entre 0,5 y 0,8, y de Erasmus y col.
(2003) con células rehidratadas de una cepa vinica. En este ultimo
estudio se detectd una mayor expresion de diversos genes HSP en
el medio con la concentraciéon de glucosa mas elevada. Estos
resultados son diferentes a los obtenidos en los estudios descritos
anteriormente sobre expresion de genes particulares de respuesta
a estrés, pero es importante sefialar que se ha descrito una
dependencia de los patrones de expresion génica en funcion del
estado metabdlico en el inéculo, de la naturaleza del osmolito
responsable del estrés osmotico (Pérez-Torrado y col., 2002a), y
de variaciones en el pH (entre 3 y 3,6) y en la temperatura
(Zuzuarregui y col., 2005).
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Dos estudios recientes se han centrado en la relacion entre
la respuesta transcripcional y la rehidratacion previa a la
inoculacion en el mosto con elevada concentracion de glucosa. En
el primero de ellos (Rossignol y col., 2006), en el que la
rehidratacion se llevé a cabo en medio completo con glucosa, se
observd una remodelacion transcripcional sustancial: los genes
implicados en procesos biosintéticos se encontraban inducidos,
mientras que los regulados por represion por glucosa estaban
reprimidos. Los genes que participan en la respuesta general a
estrés también presentaban una disminucion en sus niveles de
expresion. En el segundo de los trabajos (Novo y col., 2007), se
consideraron diferentes medios de rehidratacion con la finalidad de
separar los efectos de osmolaridad y de fuente de carbono. Este
estudio indicé que la rehidratacion de 30 minutos o una hora en
agua no introducia ninguan cambio relevante en la expresion génica
global; en cambio cuando la rehidratacion se llevaba a cabo en
presencia de fuentes de carbono fermentables se activaba la
expresion de genes implicados en la ruta fermentativa, y en la
rama no oxidativa de los fosfatos de pentosa asi como de otros
relacionados con la biogénesis de ribosomas y sintesis de
proteinas. Algunos de estos efectos eran similares a los descritos
por Erasmus y col. (2003).

Con respecto a la implicacion de rutas de transduccidon de
sefiales en la respuesta a estrés osmotico en condiciones de
vinificacion, estudios llevados a cabo durante todo el proceso en
células inoculadas en mostos sintéticos conteniendo 20% de
glucosa, han indicado que la ruta HOG esta operativa (Remize y
col., 2003).

Otro aspecto muy estudiado de la expresion génica durante
la vinificacion es la entrada en fase estacionaria, que implica
grandes cambios tanto a nivel transcriptdmico como protedmico.
Algunos estudios han permitido identificar genes indicadores de
este cambio metabdlico en condiciones de vinificacion. Asi, Riou y
col. (1997) llevaron a cabo un analisis Northern con la cepa V5
(una cepa vinica no usual) en el que se estudid la expresion de 19
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genes -que previamente habian sido caracterizados como propios
de fase estacionaria en cepas de laboratorio- en condiciones de
crecimiento de laboratorio y en melazas. Los resultados obtenidos
fueron similares para algunos de los genes estudiados (HXK1,
HXT3, THI4, UBI4, HSP104 y HSP78), cuya expresion se
incrementaba al entrar en fase estacionaria y que podrian ser
utilizados como marcadores de fases tardias de vinificacion. En un
estudio posterior, el mismo grupo de investigacion extendid esta
misma metodologia a 99 del cromosoma 11l (Rachidi y col., 2000),
detectando dos genes (PAU3 y ADH7) que se expresan
especificamente en fase estacionaria en condiciones enoldgicas.
Por otro lado, utilizando la informacion derivada del estudio
transcriptobmico global durante el cambio diauxico en cepas de
laboratorio llevado a cabo por DeRisi y col. (1997), Puig y Pérez-
Ortin (2000b) identificaron un nuevo gen de funcién desconocida
denominado SPI1, expresado activamente durante las fases
tardias en condiciones de vinificacion. Es interesante resaltar que
las peculiaridades en el control transcripcional de este gen han
permitido utilizar su promotor para introducir cambios en la
expresion de algunos genes con finalidades biotecnolégicas
(Cardona y col., 2007; Jiménez-Marti y col., 2009). En otro estudio
se considerd la respuesta a estrés en seis cepas industriales
utilizando Dot blots de DNA conteniendo sondas para 19 genes de
resistencia a diversas condiciones de estrés que fueron hibridados
con muestras de cDNAs obtenidas en diversos puntos a lo largo de
la primera mitad de la vinificacidon. Los resultados indicaron una
expresion coordinada en todas las cepas de los genes activados
por ausencia de nutrientes SPI1, YGP1, CAR1 y COX6 coincidiendo
con la entrada en fase estacionaria (Zuzuarregui y del Olmo,
2004b).

Uno de los factores que aparece muy ligado a la entrada en
fase estacionaria durante el proceso de vinificacion es la
limitacion de nitrégeno. Cuando se agota el nitrogeno cesa el
crecimiento antes de que la fermentacion se complete (revisado en
Pretorius, 2000), por lo que una estrategia habitual en bodegas es
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la adicion de fuentes nitrogenadas a los mostos, habitualmente en
forma de fosfato de diamonio (DAP). En el trabajo llevado a cabo
por Rossignol y col. (2003) se detecté que en la entrada en fase
estacionaria un grupo de genes reprimidos por catabolito de
nitrdgeno veian aumentada su expresion, de acuerdo con la
limitaciéon de nutrientes; en un estudio anterior de Backhus y col.
(2001), se observd una represion de estos genes debida a las
condiciones experimentales de exceso de arginina, pero cuando
habia limitacion de este aminoéacido se observaba un aumento den
el caso de los genes CAR1, CAR2, DAL4 y DALS5. Este analisis
indicé también que en vinificaciones llevadas a cabo en medios con
bajas concentraciones de nitrdgeno (en forma de arginina
concretamente) se observaba una sobreexpresion de algunos
genes reprimidos por glucosa, a pesar de las elevadas
concentraciones de azUcar disponibles; este resultado ha sido
descrito también en otros estudios de expresion génica a lo largo
de la vinificacion (Zuzuarregui y col., 2006; Mendes-Ferreira y col.,
2007).

Diversos estudios transcriptomicos se han centrado en la
respuesta de las levaduras a la limitacién y adicién de nitrogeno.
Marks y col. (2003) describieron que 350 genes estaban afectados
por la adicion de fosfato de diamonio a mosto Riesling en fases
tardias de la vinificacion, cuando no hay un crecimiento activo de
las levaduras: los genes implicados en el transporte de moléculas
pequefias y en la biosintesis de urea aparecian con menor
expresion, mientras que aquéllos relacionados con el metabolismo
de aminoacidos y purina, sintesis de proteinas ribosomales y
asimilacion de azufre se encontraban con niveles de expresion
superiores, sugiriendo una activacion metabdlica asociada a la
adicion de fuente nitrogenada. Un estudio mas exhaustivo fue
llevado a cabo por Mendes-Ferreira y col. (2007a,b), que
analizaron la respuesta transcriptémica global de S. cerevisiae en
condiciones de vinificacion con diferentes concentraciones de
nitrégeno inicial y en varias fases de la vinificacion (con
situaciones de limitacion o agotamiento de nitrégeno y adicion de
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fosfato de diamonio). Se observé cambios en el 70%
aproximadamente del transcriptoma de la levadura, en los que la
concentracion de nitrégeno tenia un papel decisivo. De acuerdo
con los datos obtenidos en dicho estudio, la respuesta inicial a la
limitacion de nitrogeno vendria definida por una induccién de los
genes implicados en el metabolismo respiratorio, seguida de una
represion general de los genes asociados al catabolismo;
sorprendentemente, se observa un ligero aumento en la expresion
de los genes que codifican proteinas ribosomales e implicadas en
la biogénesis de ribosomas. Los resultados encontrados
permitieron identificar 36 genes altamente expresados en bajas
concentraciones de nitrégeno o tras el agotamiento del mismo,
que podrian ser Utiles para predecir deficiencias de nitréogeno y asi
diagnosticar retrasos o paradas fermentativas (Mendes-Ferreira y
col., 2007b). Este analisis transcriptobmico también revel6 que la
adicion de nitrégeno a vinificaciones limitantes, conducia al
incremento en la expresién de los genes implicados en glicolisis,
metabolismo de la tiamina y rutas energéticas (Mendes-Ferreira y
col., 2007a), resultados similares a los que obtuvieron Marks y col.
(2003) tras la adicion de fosfato de diamonio.

No sélo es relevante la disponibilidad de nitrégeno, sino la
naturaleza de las fuentes nitrogenadas disponibles. Segun se ha
expuesto anteriormente, las fuentes de nitrégeno se han definido
como “buenas” o “malas”, segun permitan una fermentacion mas o
menos rapida, respectivamente. Cada tipo especifico de fuente de
nitrégeno puede derivar en una respuesta especifica (lo que se
podria denominar una “firma de transcritos”) en una cepa de
levadura (Boer y col., 2007).

También se ha realizado estudios transcriptomicos globales
en vinificaciones llevadas a cabo a bajas temperaturas con la
finalidad de mejorar las propiedades organolépticas de los vinos.
La expresion génica comparada entre 13°C y 25°C, ha indicado
que durante las primeras etapas de la fermentaciéon a 13°C hay
una mayor expresion (comparada con la encontrada a 25°C) de los
genes implicados en el ciclo celular, el control del crecimiento y el
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mantenimiento de las etapas intermedias y finales, asi como de los
genes mitocondriales encargados de la biosintesis de acidos grasos
de cadena corta (Beltran y col., 2006).

En esta revision sobre la respuesta a estrés durante la
produccién del vino no se puede olvidar la condicién adversa que
representa el incremento progresivo de la produccion de
etanol. Un estudio global en una cepa de laboratorio aplicando un
estrés por etanol a tiempos cortos (Alexandre y col., 2001) revel6
que la respuesta a la adicion de etanol no determina Unicamente el
incremento en la expresion de genes de respuesta a estrés
térmico, sino también de otros muchos, implicados, por ejemplo,
en la homeostasis i6nica o en la defensa antioxidante. Dado el
solapamiento entre diferentes condiciones de estrés durante la
vinificacion es muy dificil determinar cémo responden las
levaduras en particular a esta condicidon adversa en el contexto de
este proceso. Sin embargo, algunos datos obtenidos en
condiciones de vinificacion o en procesos de elaboracion de vinos
de Jerez o de sake pueden aportar algunos datos. Asi, Backhus y
col. (2001) y Rossignol y col. (2003) han observado cambios
durante la vinificacion en la expresion de genes relacionados con la
biosintesis de acidos grasos, fosfolipidos y ergosterol, que podrian
estar asociados al incremento en la produccién de etanol. Por otro
lado, Hirasawa y col. (2007) han descrito que la adicion de
triptéfano o la sobreexpresiéon de los genes implicados en la
biosintesis de este aminoéacido confieren tolerancia a etanol a
levaduras vinicas que intervienen en la elaboraciéon de sake.
Finalmente, en levaduras de flor, implicadas en el envejecimiento
biolégico de los vinos de Jerez y enfrentadas a estrés debido a las
altas concentraciones de etanol y acetaldehido, se ha observado
un incremento importante en la expresion los genes
HSP12/26/82/104 tras la adicion de etanol y/o acetaldehido
(Aranda y col., 2002).

Todavia es dificil describir un mecanismo molecular
especifico a la respuesta a estrés por etanol, puesto que los
trabajos realizados difieren mucho en las cepas utilizadas y en las
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condiciones experimentales seguidas. Sin embargo, recientemente,
Stanley y col. (2009) en un articulo de revision sobre la respuesta
de S. cerevisiae a este tipo de estrés han sugerido la importancia
del mantenimiento de la produccidon de energia, con una mayor
expresion de los genes implicados en glicolisis y funciéon
mitocondrial y una menor expresion de los relacionados con el
crecimiento. También han sefialado la relevancia de los genes que
intervienen en las funciones vacuolares y en la biosintesis de
aminoacidos en la tolerancia a este tipo de estrés.

Es importante sefialar que otro estudio de naturaleza global
(Marks y col., 2008) ha permitido detectar en condiciones de
vinificacion una nueva respuesta adaptativa a largo plazo que se
ha denominado FSR (Fermentation Stress Response). Incluye
genes de muy diversas naturaleza, entre los que se encuentran los
de respuesta a estrés y numerosos de funcion desconocida (un
28% de los encontrados). Los autores de este estudio proponen
que el etanol podria actuar como una sefial que activara una ruta
de transduccion de sefiales aun no identificada dando lugar asi a la
regulacion de genes en la FSR.

Por dltimo, también existen algunos datos sobre la
expresion génica durante las fases de propagacion de biomasa
de levaduras vinicas y deshidratacion para obtener la levadura
seca activa, es decir, la etapa que precede la rehidratacion e
inoculaciéon en el mosto. En simulaciones a escala de laboratorio de
estos procesos Pérez-Torrado y col. (2005, 2009) y Garre y col.
(2010) han estudiado mediante Northern blot y RT-PCR en tiempo
real, la expresion de una bateria de genes marcadores de distintas
condiciones de estrés (TRX2, STI1, HSP12, GPD1, CUP1, GLO1,
CTT1, GSH1, YGP1, GRE2, GRX5, TSA1 TRR1). Estos analisis han
permitido identificar la respuesta frente a estrés oxidativo como la
mas relevante para la eficiencia fermentativa de los ind6culos
comerciales obtenidos, tanto durante el crecimiento de las
levaduras como durante la deshidratacion.

En general, los genes de respuesta a estrés se encuentran
mas expresados en las cepas vinicas, aunque esto depende de la
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ruta en la que esté implicado el gen sujeto de estudio. Como se ha
descrito en el caso de la limitacion de nitrégeno, algunos genes
pueden ser buenos indicadores del estado de la fermentacion,
gracias a los niveles diferenciales que se puede encontrar en las
diferentes etapas de la vinificacion. Es importante sefialar que
algunos de los estudios llevados a cabo sobre expresion génica han
permitido establecer una cierta correlacion entre respuesta a
estrés en levaduras vinicas, y capacidad para llevar a cabo las
diferentes etapas de produccion del vino (lvorra y col., 1999;
Aranda y col., 2002; Zuzuarregui y del Olmo, 2004a,b; Garre y
col., 2009; Pérez-Torrado y col.,2009).

3. Manipulaciones genéticas en levaduras vinicas
3.1. Caracteristicas genéticas de las levaduras vinicas

Las cepas vinicas se diferencian de las de laboratorio en
varios aspectos. El primero de ellos es el grado de ploidia de
ambos tipos de cepas; mientras que las cepas de laboratorio son
haploides o diploides y presentan longitudes cromosomicas
definidas, la mayoria de las cepas vinicas son diploides, poliploides
o aneuploides (Bakalinsky y Snow, 1990; Codén y col., 1998) y
presentan un alto grado de polimorfismo en las longitudes
cromosomales (Bidenne y col., 1992; Rachidi y col., 1999). La
ploidia podria suponer ventajas para adaptarse a entornos
cambiantes (como es el de la fermentacion alcohdlica), ya que
puede verse aumentada la dosis de algunos genes importantes en
la repuesta a estos entornos (Bakalinsky y Snow, 1990). Sin
embargo, estas diferencias condicionan, en parte, las posibilidades
de manipulacion genética, dado que para conseguir una delecion
génica es necesario, al menos, eliminar dos copias de un gen.

Por otro lado, las cepas de laboratorio son heterotdlicas
(ho), de manera que el locus MAT es estable y pueden existir en
forma haploide con sexo definido a 0 a hasta que se encuentren
con células de tipo sexual distinto, momento en el cual pueden
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conjugar y dar cepas diploides (revisado en Sprague, 1983). Las
cepas vinicas son homotalicas (HO), es decir, no existen de forma
estable en su estado haploide, y tras esporular pueden cambiar de
sexo, conjugando con las células de tipo sexual opuesto, dando
entonces células diploides homocigoticas para todos los genes
excepto para el locus MAT (Thornton y Eschenbruch, 1976).

También se debe sefalar que las cepas vinicas muestran
una elevada tasa de heterocigosis (Barre y col., 1993; Codoén y
col., 1995). Ademas, presentan una alta capacidad de
reorganizacion de sus cromosomas durante el crecimiento mitético
mediado por elementos Ty (Longo Yy Vezinhet, 1993),
entrecruzamiento (Aguilera y col., 2000) y conversion génica (Puig
y Pérez-Ortin, 2000c), lo que impide el mantenimiento de la
uniformidad génica de las levaduras vinicas (Snow, 1983;
Pretorius, 2000).

Finalmente, otro aspecto diferencial importante es que
mientras que las cepas de laboratorio pueden presentar
auxotrofias, las cepas vinicas son prototrofas. Esta caracteristica
limita las posibilidades de manipulacion de las levaduras vinicas,
ya que hay que recurrir a la introduccién de una auxotrofia previa
a la manipulacién de las levaduras vinicas o al uso de genes de
resistencia a antibiéticos como la cicloheximida (del Pozo y col.,
1991) o la geneticina (Hadfield y col., 1990). Ahora bien, estos
marcadores de resistencia deben de ser eliminados tras la
transformacion, ya que es requerimiento indispensable en la
obtencién de organismos GRAS (Generally Recognized As Safe) la
ausencia de cualquier DNA exdgeno.

3.2. Relevancia de las manipulaciones genéticas en levaduras
vinicas

La calidad de la uva es un factor esencial en la obtenciéon de
un buen producto final, pero S. cerevisiae también influye de un
modo muy destacado en las propiedades del mismo. Por este
motivo, y a pesar de los problemas de manipulacion de las

58



Introduccién

mismas, se ha propuesto todo un conjunto de posibilidades de
mejora de las levaduras vinicas mediante ingenieria genética
(Pretorius, 2000; Pretorius y Bauer, 2002). Las estrategias
sugeridas, y en algunos casos llevadas a cabo, estan dirigidas
sobre todo a la reducciéon de los costes de produccion y el empleo
de tecnologias responsables con el medio ambiente, asi como a la
produccién de vinos sanos, de alta calidad y con un alto grado de
reproducibilidad. Las manipulaciones genéticas llevadas a cabo
hasta el momento para la mejora de levaduras vinicas se pueden
clasificar de acuerdo con sus objetivos en tres grandes grupos: i)
eficiencia fermentativa (con el consiguiente efecto en el proceso
industrial), ii) propiedades fisico-quimicas de los vinos Yy iii)
propiedades saludables, nutricionales y organolépticas del
producto final (pensando en este caso en los consumidores). Una
revision amplia de estas modificaciones se puede encontrar en
Ramon (2005).

En relaciéon con la mejora de la capacidad fermentativa,
una de las estrategias disefiadas ha consistido en aumentar la
acumulacion de los carbohidratos de reserva glucégeno y trehalosa
en la levadura seca activa (LSA) (Sillj¢ y col., 1999), bien
aumentando los niveles de expresion de los genes implicados en
su biosintesis (GSY1 y GSY2, en el caso del glucégeno (Farkas y
col., 1991), y TPS1 y TPS2, en el de la trehalosa (Vuorio y col.,
1993)), o bien eliminado los que participan en su movilizacién
(GPH1, para el glucégeno (Hwang y col., 1989) y NTH1 y ATH1,
para la trehalosa (Nwaka y col., 1995; Nwaka y Holzer, 1998)).
Asi, la sobreexpresion regulada de GSY2 ha permitido obtener
cepas vinicas con mayor acumulacion de glucégeno, viabilidad al
final del proceso y capacidad fermentativa (Pérez-Torrado y col.,
2002b). Otra estrategia en esta misma direccion ha consistido en
sobreexpresar el enzima glicolitico gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, lo cual conduce a un acortamiento en la duracion
de la fermentacion, aunque también introduce cambios en el perfil
de volatiles y en el contenido alcohdlico del vino (Remize y col.,
1999).

59



Introduccién

Los mostos presentan, generalmente, una proporcion
equimolar de glucosa y fructosa, acumulandose esta ultima por el
consumo preferente de la glucosa por parte de la levadura. La
utilizacion de la fructosa es critica para el mantenimiento de una
alta tasa de fermentacion al final del proceso de vinificacion. Por
este motivo se han estudiado cepas con capacidad incrementada
de utilizacion de fructosa, y se ha identificado un alelo mutado del
gen HXT3 (codificante de un transportador de hexosas) cuya
sobreexpresion permite alterar el patron de utilizacion de este
azucar durante la fermentacion (Guillaume y col., 2007).

Uno de los determinantes de retrasos Yy paradas
fermentativas es la baja concentracion de fuentes de nitrégeno
facilmente asimilables por la levadura. Una estrategia que ha
mejorado la fermentacion de mostos pobres en nitrégeno
facilmente asimilable, ha sido la interrupcion del gen URE2
(Salmon y Barre, 1998), uno de los implicados en la represion por
catabolito de nitrégeno segin se ha comentado en el apartado 2.3
de esta introduccion.

Por otro lado, se han construido varias levaduras vinicas
que contienen copias extra de genes que codifican factores Killer
distintos del que ya contenia la cepa (Lee y Hassan, 1988; Boone y
col., 1990; Salek y col., 1990). Esta modificacién permite a estas
levaduras eliminar otros microorganismos que puedan interferir
con el proceso de fermentacion.

Otro aspecto clave en el proceso de vinificacion es la
clarificacion y filtracion del vino, para lo cual se utilizan enzimas
pectinoliticos. Se ha construido una levadura vinica transgénica
que contiene el gen pelA, codificante de pectato liasa, del hongo
filamentoso Fusarium solana (Gonzalez-Candelas y col., 1995);
esta cepa secreta la actividad pectinolitica al mosto al mismo
tiempo que lo fermenta, evitando asi el uso de preparados
enzimaticos pectinoliticos afiadidos. Otra manipulacion relacionada
ha sido la mutacion del gen KNR4 (que codifica una proteina
reguladora requerida para la correcta sefializacion a través de la
MAPK StI2p), que permite una mayor liberacion de manoproteinas
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importantes para la clarificacion y estabilizacion de vinos blancos,
aunque los resultados dependen de la cepa vinica manipulada y de
las condiciones en las que se realiza el experimento (Gonzalez-
Ramos y col., 2008). En este sentido, este mismo grupo de
investigacion ha introducido mutaciones en otros genes, como
GPI7, FSK1 y GAS1, en cepas vinicas y en condiciones de
laboratorio, observando un aumento de los niveles de
manoproteinas y, en algunas de ellas, mayores tasas
fermentativas y un mayor grado de clarificacién, aunque de nuevo
dependiendo de la cepa utilizada (Gonzalez-Ramos y col., 2009).

En cuanto a estrategias disefladas para la mejora de las
propiedades fisico-quimicas de los vinos se pueden sefialar
como especialmente relevantes las siguientes: (i) expresion del
gen de la bacteria lactica Lactobacillus casei que codifica la L(+)-
lactato deshidrogenasa, para incrementar la acidez de vinos de
zonas con elevadas temperaturas (Dequin y Barre, 1994; Dequin y
col., 1999); (ii) introduccidn en cepas vinicas de levadura de genes
heterdlogos codificantes de malato permeasas y enzimas
malolaticas, con la finalidad de transportar el exceso de malico
presente en mostos de regiones frias al interior de las levaduras
para su conversion en lactato (Bony y col., 1997; Volscheck y col.,
1997a,b); (iii) expresion del gen de Aspergillus niger que codifica
la glucosa oxidasa, incrementando en la expresion de los genes
GPD1 y GPD2 o la interrupcion del gen FPS1, codificante del
transportador de glicerol, para disminuir el grado alcohélico del
vino (Michnick y col., 1997; Remize y col., 1999; De Barros Lopes
y col., 2000; Eglinton y col., 2002; Malherbe y col., 2003).

Son numerosas las estrategias consideradas a lo largo de
los Ultimos afios para mejorar las propiedades nutricionales y
organolépticas del vino. Desde el punto de vista nutricional, se
ha descrito una relacién entre un consumo moderado de vino y la
reduccion del riesgo de sufrir enfermedades coronorias, asi como
un mayor control frente a situaciones de estrés; estas propiedades
parecen estar relacionadas con ciertos compuestos fenolicos, entre
los que destaca el resveratrol, procedente de la piel de la uva y
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con caracteristicas anticolesterolémicas y antitumorales in vitro. La
expresion en una levadura vinica de un gen de la levadura Candida
molischiana que codifica una B-glucosidasa ha permitido obtener
productos con mayor contenido en resveratrol (Gonzalez-Candelas
y col., 2000). En los vinos también hay sustancias perjudiciales
para la salud de los consumidores, como es el etilcarbamato (que
puede resultar carcinogénico), las aminas biogénicas (que pueden
ser neurotoxicas) o el sulfito (que puede conducir a alergias); se
han desarrollado levaduras, en las cuales se ha reducido
significativamente la presencia de estos compuestos en el vino
(revisado en Pretorius y Bauer, 2002; Pretorius, 2003).

Por otro lado, se ha prestado una atenciébn muy especial a
las propiedades organolépticas del vino (color, densidad, sabor,
aroma, etc.) en las manipulaciones genéticas. Aunque como se ha
comentado con anterioridad, las caracteristicas varietales de la uva
ejercen una gran influencia sobre estas propiedades, también es
importante el metabolismo de la levadura en el conjunto final de
las mismas, sobre todo en la generacion de compuestos volatiles
que determinan el aroma secundario. Por tanto, la manipulacion de
los genes implicados en la biosintesis de estos compuestos y en la
regulaciéon de estas rutas, son dianas susceptibles para modular su
produccién (Lambrechts y Pretoirus, 2000; Lilly y col., 2000).
Ejemplos en este sentido son: la sobreexpresion del gen ATF1 para
incrementar la produccion de ésteres volatiles (Lilly, 2000); la
manipulacion de los genes BAT, que codifican transaminasas de
aminoacidos de cadena ramificada (Lilly y col., 2006); la expresion
en levaduras de genes de hongos codificantes de enzimas
hidroliticos que contribuyen a la liberacion de terpenos a partir de
sus precursores dlicosidados (Pérez-Gonzalez y col., 1993;
Sanchez-Torres y col., 1996, 1998; Ganga, 1999; Manzanares,
2003); la modificacidn de la ruta de biosintesis de isoprenoides con
la finalidad de excretar eficientemente linalool (Herrero y col.,
2008); la sobreexpresion de los genes implicados en el
metabolismo o el transporte de aminoacidos ramificados LEU4,
LEU2, BAT2 y BAP2 con el efecto de aumentar los niveles de
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alcohol isoamilico (Eden y col., 2001; Kodama y col., 2001;
Yoshimoto y col., 2002a), o la sobreexpresion en una cepa vinica
comercial del gen tnaA de Escherichia coli (codificante de una
actividad cisteina-p-liasa), que incrementa considerablemente los
niveles de tioles volatiles y produce un aroma intenso a fruta de la
pasion (Swiegers y col., 2007). Dado que algunos compuestos de
azufre pueden influir negativamente en el aroma del vino, también
se ha llevado a cabo mutagénesis de genes implicados en su
sintesis, como por ejemplo el codificante de la sulfito reductasa
Met10p (Cordente y col., 2009).

Uno de los compuestos mas importantes en la formacion
del “cuerpo” del vino es el glicerol, ausente en los mostos. Se ha
desarrollado toda una serie de estrategias con la intencién de
incrementar de manera Optima su concentracién, evitando la
acumulacion colateral de otras sustancias indeseables en el vino
(Michnick y col., 1997; Remize y col., 1999; De Barros Lopes y
col., 2000; Eglinton y col., 2002). Dada la relacién entre el glicerol
y la resistencia a estrés consideraremos este aspecto con mayor
detenimiento en el apartado siguiente.

3.3. Descripcion de manipulaciones genéticas relacionadas con la
respuesta a estrés

Debido a la correlacion existente entre la respuesta a
diversas condiciones de estrés, los niveles de expresion génicay el
comportamiento fermentativo de las levaduras vinicas en las
diferentes etapas del proceso (lvorra y col., 1999; Aranda y col.,
2002; Zuzuarregui y del Olmo, 2004a,b; Garre y col., 2009; Pérez-
Torrado y col., 2009), asi como al conocimiento de los mecanismos
de respuesta a estrés, muchas de las manipulaciones génicas
llevadas a cabo en las levaduras vinicas estan relacionadas con los
genes implicados en estos mecanismos. Estas estrategias
constituyen una metodologia adicional a las comentadas en el
apartado anterior para la mejora de la eficiencia fermentativa de
las levaduras.
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Una de las primeras modificaciones que se llevd a cabo en
este sentido fue la sobreexpresion del gen GPD1, que conducia a
una sobreproduccidn de glicerol e incrementaba la tasa de
fermentacion en fase estacionaria (Remize y col., 1999). Esta
modificacién daba lugar también a un incremento indeseado en los
niveles de acetato. Posteriormente la sobreexpresion de este gen
se llevd a cabo en una cepa vinica comercial que tenia
delecionadas las dos copias del gen ALD6 (que codifica la aldehido
deshidrogenasa citosdlica dependiente de NADP" y activada por
Mg®"); en este caso el azlcar se derivaba eficientemente hacia la
produccién de glicerol, la concentracion de acetato se mantenia en
valores similares a los de una cepa silvestre, los niveles de etanol
eran un 15-20% inferiores, pero la acetoina se acumulaba en
niveles considerables debido a una reducciéon ineficiente a 2,3-
butanediol (Cambon y col., 2006). La sobreexpresion en esta cepa
del gen BDH1, que codifica la 2,3-butanediol deshidrogenasa
dependiente de NADH, ha permitido redireccionar alrededor del
85-90% de la acetoina acumulada a 2,3-butanediol, un compuesto
con caracteristicas sensoriales neutras, asi como reducir los niveles
de diacetilo, un compuesto responsable de propiedades
organolépticas indeseables, a la mitad (Ehsani y col., 2009).

Otra diana de manipulacion relacionada con la respuesta a
estrés ha sido el gen MSN2. Para evitar defectos de crecimiento
debidos a su sobreexpresion, Cardona y col. (2007) optaron por
situarlo bajo el control del promotor del gen SPI1. Este gen se
induce en fase estacionaria (Puig y Pérez-Ortin, 2000b) y bajo
ciertas condiciones de estrés (Gasch y col., 2000) y durante la
vinificacion sus niveles mas elevados de expresion se detectan en
las dltimas etapas, cuando el crecimiento no es relevante (Puig y
Pérez-Ortin, 2000b; Rossignol, 2003). Al cambiar el promotor de
MSN2 en alguna de sus copias genémicas por el de SPI1 se
observé una mejora de la resistencia a diversas condiciones de
estrés en la cepa vinica modificada, asi como una disminucién de
la fase de latencia en la vinificacion.
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En relaciéon con la modulaciéon de la respuesta a estrés no se
puede olvidar que desde la mitad del proceso las levaduras vinicas
han de enfrentarse a concentraciones elevadas de etanol, con los
consiguientes efectos toéxicos en las membranas, tanto por los
cambios en su composicion en esteroles y acidos grasos
insaturados de cadena larga como por la alteracion de la actividad
ATPasa bombeadora de protones (Leao y van Uden, 1984; Sun y
Sun, 1985; Cartwright y col., 1986; Dombeck e Ingram, 1986;
Goldstein, 1987; Nabais y col., 1988; Cartwright y col., 1989;
Rosa y Sa-Correira, 1991; Kunkee y Bisson, 1993). Por este
motivo, se ha planteado el interés de utilizar como dianas en la
mejora a la resistencia a etanol genes implicados en el
metabolismo de estos tipos de lipidos, asi como otros codificantes
de la ATPasa de membrana (PMAl1 y PMA2) (Pretorius y Bauer,
2002). Se han conseguido cepas capaces de producir mas etanol
mediante la sobreexpresion de manera simultanea del factor
transcripcional general Sptl5p y la subunidad Spt3p de los
complejos reguladores SAGA, los cuales estan implicados en la
activacion transcripcional de algunos de los genes dependientes

de la RNA-polimersa Il; estas cepas, ademas, presentan una
mayor tolerancia a dicho alcohol y a estrés osmético (Hou y col.,
2009).

También se ha modificado en una levadura vinica comercial
la expresion del gen TRX2, que codifica una tioredoxina
citoplasmatica, una de las defensas antioxidantes celulares mas
importantes. Esta cepa modificada presenta niveles menores de
dafio oxidativo que su cepa parental después de la produccion de
biomasa seca y, ademas, muestra una mayor capacidad
fermentativa (Pérez-Torrado y col., 2009).
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El desarrollo de esta Tesis Doctoral se plante6é con la
finalidad de entender la respuesta de las Ilevaduras,
particularmente las vinicas, a dos condiciones de estrés de interés
desde el punto de vista biotecnoldgico: el estrés osmotico
provocado por la elevada concentracion de azucares al inicio de la
vinificacion y la limitacion de nitrégeno a medida que transcurre la
misma. De acuerdo con esto se consideraron los siguientes
objetivos principales:

1. Analisis de la respuesta de la levadura S. cerevisiae al
agotamiento de nitrogeno y a la adicion de diferentes fuentes
nitrogenadas, considerando los efectos sobre el comportamiento
fermentativo, la actividad arginasa, la produccion de compuestos
organolépticos y la expresidon génica a nivel especifico de ciertos
genes y a nivel global.

2. Estudio de la repuesta transcriptémica global de una cepa de
laboratorio de la levadura S. cerevisiae al estrés hiperosmoético
causado por elevadas concentraciones de glucosa. Se pretendia
también entender la implicacion de las principales rutas de
trasduccion de sefiales en respuesta a este tipo particular de
estrés asi como identificar genes relevantes para la adaptacion al
mismo.

3. Analisis transcriptomico comparativo entre dos cepas de S.
cerevisiae: una de laboratorio (W303 diploide) y una vinica
(ICV16) en elevadas concentraciones de glucosa, con la finalidad
de determinar posibles determinantes moleculares en la
adaptacion de las levaduras vinicas al crecimiento en dichas
condiciones.

4. Estudio comparativo del efecto de la preadaptacion de cepas
vinicas que presentan problemas al inicio de la vinificacion en
medios con diferente contenido en glucosa sobre la capacidad
fermentativa.
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5. Anadlisis de la relevancia de la sobreexpresion de los genes de
respuesta a estrés HSP26 e YHR0O87W en plasmidos episomales y
centromeéricos, asi como de la sustitucion del promotor en al
menos una de sus copias gendmicas por el de los genes SPI1 o
PGK1l, para la respuesta a estrés y el comportamiento
fermentativo de las cepas vinicas ICV16 e ICV27.
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1. MATERIALES

1.1. PlAsmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo se describen en la

Tabla M.1:

Tabla M.1. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Descripcion Procedencia
Plasmido que contiene el gen marcador de
) ) . Guldener y col.,
pUG6 resistencia a kanamicina flanqueado por 996
1
secuencias LoxP
Plasmido con marcador CYHR que contiene el )
YEp351-cre- ] Delneri y col.,
gen de la recombinasa Cre bajo el control del
cyh 2000
promotor GAL1
Vector episomal lanzadera con marcador .
YEp352 Hill y col., 1986
URAS3.
YEp352- Plasmido derivado de YEp352 conteniendo el A. Zuzuarregui,
HSP26 gen HSP26. Tesis Doctoral
YEp352- Plasmido derivado de YEp352 conteniendo el A. Zuzuarregui,
YHR87W gen YHRO87W. Tesis Doctoral
Sikorski y Hieter,
pRS316 Vector centromérico con marcador URA3. 1989
pRS316- Plasmido derivado de pRS316 conteniendo el .
Este trabajo
HSP26 gen HSP26.
pRS316- Plasmido derivado de pRS316 conteniendo el .
Este trabajo
YHRO87W gen YHRO87W.

1.2. Oligonucleétidos

La secuencia de los oligonucledtidos utilizados en este
trabajo se muestra en la Tabla M.2, junto con la finalidad de los

mismos.
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Tabla M.2. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Oligo Secuencia (5’ a 37%) Utilizacion

25S-D GGAAGCTCCGTTTCAAAGG Obtencién de sonda de rDNA 25S
25S-R AGAGCCAATCCTTATCCCG

ACT1-1 GGATCTTCTACTACATCAGC PCR/RT-PCR de ACT1
ACT1-2 CACATACCAGAACCGTTATC

ACAl-a TTTGCTACAAGTCCAGA Obtencién de sonda de ACA1
ACA1-b CATATAGACTGGAGCTGCGT

ADE2-A GCTGCTCACTTGCCAGGTAT RT-PCR de ADE2
ADE2-B ACGGTAGCTACTGGAACACC

AGP1l-a GTCTCTATACGAACTGAAAG RT-PCR de AGP1
AGP1-b TGTTGCTTCTACTTCATCCT

ALD3-1 CCACTCATCTTAAATCCGCC RT-PCR de ALD3
ALD3-2 CTTACAAGATACTATGCGGG

AQY1l-1 TCTTCGAACGATTCGAAC RT-PCR de AQY1
AQY1-2 TTAGACTTCAGCCACAGCA

ARG1-a GGGAAAAGTTTGTTTGGCTT RT-PCR de ARG1
ARG1-b CTTCACCTTTGGTTTTTTTGG

ARG4-a CGGCACATCAAAAACTATGGG RT-PCR de ARG4
ARG4-b GGGATTTCAAATTATCC

ATP2-a CTATATACTGCTACATCCCG RT-PCR de ATP2
ATP2-b GGCTTCAGCGGCTAACTTTT

CDC60-A GATATCGCGTTTGAACACGAA RT-PCR de CDC60
CDC60-B GCATTACACCACTAGCTTCAC

CITl-a TGTCAGCGATATTATCAACAA RT-PCR de CIT1
CIT1-b CGATTTTCTTTACCAACT

COX4-a TGCTTTCACTACGTCAATC RT-PCR de COX4
COX4-b GGTGGTCATCATTTGGAACA

ERG10-1 TATCGACTGCCAGAAC Obtencién de sonda de ERG10
ERG10-2 CATTACAAATGGCGGC

ERG10-A GACCCATCTAAGGTTAATGT RT-PCR de ERG10
ERG10-B ATAGCAGTGTAACAACCACT

FSP1-A GCTTCCATGGCTTATCAG RT-PCR de FSP1
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FSP1-B
GAD1-a
GAD1-b
GAP1-a
GAP1-b
GDH1-a
GDH1-b
GPD1-1
GPD1-2
GPD1-1Q
GPD1-2Q
GPD2-A
GPD2-B
GUP1-A
GUP1-B
HSP26-1
HSP26-2

HSP26-3

HSP26-5

HSP26-a

HSP26-b

HSP26-f

AATGATGATGATGCACCC
GTTACACAGGCACGGTTCTA
CCTCTATAGTTTCTCGTTG
ACTTCTTCGTACGAGAGG
CACCAGAAATTCCAGATTC
GAGCCAGAATTTCAACAAGC
CACCTTGGTCAAACATAGCA
TTGAATGCTGGTAGAAAG
TGACCGAATCTGATGATC
GTTGCTAATCCAGACTTG
AGATAGCTCTGACGTGTG
GCTGGTGTTGCAGATCTGAT
GCGGATTGACCGTTAAGCAA
GGAGAGCTTGGCATAGAA
TTTAGTTCGATGTCATGCC
GTCATCACTTTTGCCAGACTAC
ACCTCAATCTTCTTGACGTGG

GGCATCAACTTCGTTG

CTAAACGGCTCTCTACTA

ATGTTTTCAGTCTCCGTTTCAATAT
TCTGCGCACATCAATCATCGTACG
CTGCAGGTCGAC

ATGTTGTCAAAGAAATCAAAAAAT
GGACTGTTAAATGACATGATTAGT
AATAGTACTG

ATGTTGTCAAAGAAATCAAAAAAT
GGACTGTTAAATGACATGGCAGGT
CGACTGTTTTA

RT-PCR de FSP1
Obtencién de sonda de GAD1

RT-PCR de GAP1

Obtencién de sonda de GDH1

Obtencién de sonda de GPD1

RT-PCR de GPD1

RT-PCR de GPD2

RT-PCR de GUP1

RT-PCR de HSP26

Comprobaciéon de la insercion en
el genoma de la sustitucion del
promotor de HSP26 por el de SPI1
o0 PGK1

Obtencién del cassette para la
sustitucion  del

HSP26 por el de SPI1

promotor de

Obtencién del cassette para la
sustitucion  del

HSP26 por el de PGK1

promotor de
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HSP26-g

HSP26-P

HSP30-1
HSP30-2
HSP78-A
HSP78-B

HSP104-1

HSP104-2
IPP1-a
IPP1-b
IPP1-F
IPP1-R

IURA3

IURA3B

IURAS

IURASB

K2

K3

K3inv
MEP2-A

ATGTTTTCAGTCTCCGTTTCAATAT
TCTGCGCACATCAATCACCACTAG
TGGATCTGATA

TGCACCGTTGAACCTGTA

GAACGATACGCTATCAAGC
TAAGCAGTATCTTCGACAGC
GTTGGGTGATGATGGTAAGA
GCCAATCCTTCGCTTCATCA

GCGGTCTTACCGATACCTGG

GACTGAGCAGGCTCGTCAAGG
CGAATGGTTCAGAATTT
GTCAATTGGAGCATCTG
AAGAACAAGAAGTACGCTTTGG
TTGGAGCATCTGCCTTTGG
TACAGTTTTTTAGTTTTGCTGGCC

GCATCTTCTCAAATATAGGCCACT
AGTGGATCTG

ATGCTTCCCAGCCTGCTTTTCTGT
AACGTTCACCCTCTACATAGGCCA
CTAGTGGATCT

ATGTCGAAAGCTACATATAAGGAA
CGTGCTGCTACTCATCCGTACGCT
GCAGGTCGAC

CTAGTCCTGTTGCTGCCAAGCTAT
TTAATATCATGCACGACGTACGCT
GCAGGTCGAC

CTACCTTTGCCATGTTTCAG

CCTCGACATCATCTGCCC

GGGCAGATGATGTCGAG
TTTACAGGTACGCCTACAGG

Obtencion del cassette para la
sustitucion del promotor de HSP26
por el de PGK1

Amplificacion de la regién
codificante y parte del promotor
de HSP26

RT-PCR de HSP30

RT-PCR de HSP78

RT-PCR y obtencién de sonda
de HSP104

Obtencién de sonda de IPP1

RT-PCR de IPP1

Interrupciéon del gen URA3 en

cepas vinicas

Comprobaciéon de la construccion
e integracion en el genoma de los
cassettes Kan-promotor SPI1
Comprobacién de la construccion e
integracion en el genoma de los

cassettes Kan-promotor SPI1

RT-PCR de MEP2
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MEP2-B
MET3-a
MET3-b
MIS1-a

MIS1-b

MSC1-a
MSC1-b
MUP1-a
MUP1-b
ODC1-a
ODC1-b

OligodT

PDA1-A
PDA1-B

PGK1-1s

PGK1-2s

PGK1-1A

PGK1-2A

PGK1-A

PGK1-B

TGGTCAGTGTTCTTAGTAG
TGCCTGCTCCTCACGGTGG
AGTTCTTACCTGGGCCCGC
TATTGAGTAACTCGAGGG
ATCTGTGGAACCCATCAA
TAATGCGGTTTCCGCAT
TAGCTCGTCCTTGCTTT
TGTCGGAAGGAAGAACGTTT
CAGCGATTTTTCTTGTTCACT
TATACCAGTTCACAGCC
AATCCATGACGTTCGTG

TTTTTTTTTTTTTTT(AGC)AGCT

GCTTCATTCAAACGCCAACC
TCCCTAGAGGCAAAACCTTG

GTAGAACCTCGTGAAAC

GTTTCACGAGGTTCTAC

CCGCCGGTCGACCCTTAATTTTTA

TTTTAG

CCGCCGGTCGACTGTTTTATATTT

GTTGTA

GTATTCCAGCTGGCTGGCAA
AAACACCTGGTGGACCGTTC

RT-PCR de MEP2
RT-PCR de MET3

RT-PCR de MIS1

RT-PCR de MSC1

RT-PCR de MUP1

RT-PCR de ODC1

Obtencién de cDNA para RT-PCR
cuantitativa

RT-PCR de PDA1

Secuenciacion desde el final del
promotor de PGK1 en direcciéon 3’
para comprobar la insercion del
promotor

de PGK1 en pUG6

Secuenciacion desde el final del
promotor de PGK1 en direccién 5’
para comprobar la insercion del
promotor

de PGK1 en pUG6
Amplificacion del promotor de
PGK1 para su integracion en pUG6
finalidad de

cassettes de

con la obtener
sustitucion  de
promotores

Amplificacion del promotor de PGK1
para su integracion en pUG6 con la
finalidad de obtener cassettes de
sustitucion de promotores

RT-PCR de PGK1
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PGK1-D

PGK1-X

QCR2-a
QCR2-b
RTN2-1
RTN2-2
SDH2-a
SDH2-b
SEC23-A
SEC23-B
SPI1-1
SPI1-2

SPI1-b

SPI1-c

SPI1-d

STL1-A
STL1-B
TDH3-1
TDH3-2

tHSP26-1

tHSP26-2

CCAAGGGGGTGGTTTAGT

CTAAACCACCCCCTTGG

GATTGCAATTTGGCCAGG
CGTCCAAATATGGCAAGTTG
ACGACTACCAATAAGAACGC
TTTTTGCTTTAGGCCGTG
TTGAGAAGGAAGGCCTTTTG
GGCAAATGCCAAAGATTTC
GAAAAGCCGGTTACCAAGACG
GAACCACCGGCTTCAGTATCA
TTGTCTAACGCTAAGCTCCT
AAGCATCATAACTGCACCAG

GCTCTAGACATTATTAGTAA TTAC

CGGAATTCGTCAATGGAAGTGTAT
GGTC

CTCGAAGTTCCCAGATGCCC

TGCTAAAGCATACGAGGATG
ATTTCGTCGTCATAAGAGCC

TCCCCCGGGACCTACCATAGGA
CACAC

CGCGGATCCACCGTTTGATATAC
CGAGC

Comprobacién de la sustitucion en
el genoma del
YHRO87W

por el de PGK1

promotor de

Comprobacién de la sustitucion
del promotor de YHRO87W por el
de PGK1

RT-PCR de QCR2

RT-PCR de RTN2

RT-PCR de SDH2

RT-PCR de SEC23

Obtencién de sonda de SPI1

Comprobaciéon de la construcciéon
e integracion en el genoma del
cassette Kan-promotor SPI1
Amplificacion del
SPI1

promotor de

Amplificacion del
SPI1

promotor de

Comprobacién de la sustitucion en
el genoma del promotor de HSP26
e YHRO87W por el de SPI1
RT-PCR de STL1

Obtencién de sonda de TDH3

Amplificacién de HSP26
incluyendo promotor y terminador
y sitios  Smal/BamHI para
clonacion
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tYHRO87w-1

tYHRO87w-2

URA3A1

URA3A4
XYL2-a
XYL2-b
YBR147W-1
YBR147W-2
YDR222W-1
YDR222W-2
YEROG4C-a
YERO64C-b
YGRO52W-F
YGRO52W-R
YHRO33W-3
YHRO33W-4

YHRO87-3

YHRO87-5

YHRO87-a

YHRO87-b

YHRO87-f

YHRO87-g

TCCCCCGGGACGGTGATATAAC
AGCGC

CGCGGATCCCTCTATCGTCTGTG
TTACG

GAGTATTGAGAAGGGCAACG

TGCCCTACACGTTCGCTATG
TGACTTAACTACACAAGAAGC
GCCCTCAATGATCGTCTTGAT
ATGAAGCTGATCCCAA
GTATTTTCTCGTATTTAGG
GGTGGATTTTCAGAACAC
GAAGGTTGACAGTATTG
GGGTCTTGTTCAGCTTCCAA
CAATCTGCAACGATATCGCG
GTTTTGGGAACAGTGGTCTG
TCTTGAATTAGGCAAGGTTTCT
GGCGAATTGGATATCTCG
CTACGTATTCACTCACAC

CTGTATTTTCACCCTTG

TGTCTCTCTATTCATG
CAGGAGGAAAAGAAAGCGCAGGT
TGAAACTCCGTTCAGAAGATCGTA
CGCTGCAGGTCGAC
GTATTTTCACCCTTGTAAAAGTATT
TGGTTACAGTAGACATGATTAGTA
ATAGTACTG
GTATTTTCACCCTTGTAAAAGTATT
TGGTTACAGTAGACATGGCAGGTC
GACTGTTTTA
CAGGAGGAAAAGAAAGCGCAGGT
TGAAACTCCGTTCAGAAGACCACT
AGTGGATCTGATA

de
incluyendo promotor y terminador
Smal/BamHI

Amplificacién

y sitios

clonacién

Comprobacioén de la interrupcién

del locus URA3

RT-PCR de XYL2

RT-PCR de YBR147W

RT-PCR de YDR222W

RT-PCR de YER064C

RT-PCR de YGRO52W

RT-PCR de YHRO33W

Comprobaciéon de la sustitucion
en el genoma del promotor de
YHRO87W por el de SPI1 o PGK1

Obtencién del cassette para la
sustitucion  del de
YHRO87W por el de SPI1

Obtencion del cassette para la

promotor

sustitucion del promotor de
YHRO87W por el de SPI1
Amplificacion del cassette para
la sustitucion del promotor de
YHRO87W por el de PGK1
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Amplificacion de la regién
YHRO087-P CTAACTTCGACGCTAGAG codificante y parte del promotor

de YHRO87W

Confirmacion de la sustitucion

del promotor de YHRO87W por
YHRO87-R GACTAGAGGTGGTAGAGTTTGG

el de SPI1

o PGK1
YHRO87-L CTTCGAAGTTTTCACTCCTCAG
YHRO87W-1 GGTAAGCTATCTGAAGTTGTC RT-PCR de YHRO87w
YHRO87W-2 ACTTCTTCGATCTTCTTG
YJL107C-1 GAAACCTCCACATACGTACC RT- PCR de YJL107C
YJL107C-2 TGTTACAGCTTGTGAATCTG
YLLO55W-a AGAAATCACGCCTGAACA RT-PCR de YLLO55W
YLLO55W-b GCAACTGATACCAATGTC
YLRO42C-1 ATTCTACGGTAGTCACCCAG RT-PCR de YLR042C
YLRO42C-2 TGAACCTACACCTCCTGTGC
YMR244W-1 TACCTGGAATCGTCATGT RT-PCR de YMR244W
YMR244W-2 AGAACTTGGGTCAATGGA
YNL193W-1 TCCTCCGATAATGAACTGAG RT-PCR de YNL193W

YNL193W-2 GTAACCCGCACTGTTTTGATG

Los oligonucleotidos utilizados para la RT-PCR en tiempo real
se disefiaron segun las recomendaciones dadas por Applied
Biosystems (Tm proxima a 60°C, tamafno del amplificado de 50 a
150 pb y situacion cercana al extremo 3’ del gen).

1.3. 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
hibridaciéon de las muestras fueron realizados por el Servicio de
Genodmica del Fred Huntchinson Cancer Research Center (Seattle,
EE.UU.) en las condiciones descritas en Fazzio y col. (2001). Se
utilizaron muestras de RNA de 3 o mas cultivos independientes
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para cada condicién y se hibridaron los pares Cy3-Cy5 que se
indican en cada caso:

Capitulo 1

- Cepa ICV16, condiciones A (amonio) y AA (aminoéacidos)
Combinaciones Cy3-Cy5: A1-AAl, AA1-A2 y A1-AAS.

Capitulo 2

- Cepa W303-1a, condiciones YPD e YP20
Combinaciones Cy3-Cy5: YPD.1-YP20.1, YPD.2-YP20.2,
YP20.3-YPD.3 e YPD.4-YP20.4.

- Condiciéon YP20, cepas WT (BY4742) y A (Ayhr087w)

Combinaciones Cy3-Cy5: WT.1-A.1, WT.2-A.2, WT.3- A.3.

Este experimento se llevé a cabo utilizando macromatrices
generadas en el servicio de Xips de ADN (SCSIE, Universitat de
Valéncia) (Alberola y col., 2004).

Capitulo 3
- Condicién YP20, cepas ICV16 y W303-diploide

Combinaciones Cy3-Cy5: W303.1-ICVv16.1, ICV16.2-
W303.2, W303.3-1CV16.3

1.4. Cepas

1.4.1. Escherichia coli

La cepa DH5a (F' ¢80dlacZaM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR
recAl endAl hsdR17(rxmg")phoA supE44 1 thi-1) es la que ha

sido utilizada para realizar las diferentes transformaciones con los
plasmidos indicados en la tabla 1.1.
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1.4.2 Levaduras

1.4.2.1. Levaduras de laboratorio

Tabla M.3. Cepas de levaduras de laboratorio utilizadas en este

trabajo.
Cepa Descripcion Procedencia
MATa, ade2-1, trpl-1, canl1-100, (Thomas vy Rothstein,
W303-1a .
leu2-3,112, his3-11,15, ura3-1 1989)
MATa/MAT @, ade2-1/ade2-1,
trpl-1/trpl-1, can1-100/canl- .
W303- (Thomas y Rothstein,
o 100, leu2-3, 112/leu2-3, 112, 1089
diploide his3-11,15/his3-11,15, ura3- )
1/ura3-1
W303-1A; MATa ade2 his3 leu2 Kevin Morano
KMY52
trpl ura3 canl sch9/A::HIS3 (Trott y col., 2005)
W303-1a W303-1a msn243::HIS3, msn4- F. Estruch
Amsn2Amsn4  1::trpl (Estruch y Carlson, 1993)
T™M141 MATa, ura3, leu2, trp1, his3 F. Posas
» U , leu2, , his
P (Alepuz y col., 2003)
TM233 TM141 hoglA4::TRP1 “
IK9-3d MATa, leu2-3,112, ura 3-52, M. Hall
) reml, trpl, his3, GAL", HMLa (Helliwell y col., 1998)
MH349-3d JK9-3d torlA::LEU2-4 “
NP MATa, ura3-52, leu2::HIS3, F. Estruch
SuUC2 (Estruch y Carlson, 1993)
BQS110 MCY1389 bcy::LEU2 “
P. Alepuz
K603 W303-1A; cnbl1::LEU2 . .
(Cunningham y Fink,1994)
DMY14 W303-1A; tcnl::G418 P. Alepuz
-1A; tenl::
(Matheos y col., 1997)
BY4742; MATa his3 leu2 lys2
Y16036 Euroscarf
ura3 YLR433C (CNA1)::kanMXx4
BY4742; MATa his3 leu2 lys2
Y10513 Euroscarf

ura3 YMLO57W (CNA2)::kanMX4
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SP1

S15-5B

RS13-7C-1

SH200

SH221
SH229

BY4741

BY4742

Afabl
(Y17080)

FY86

BQ2070

BQ2071

Aybr147w
Aybr216¢
Aydr070c
Aydr222w
Ayer064c
Aygro52w
Aygr203w
Aygr243w
Aygr272c
Ayhr033w
Ayhr048w
Ayhr087w
Ayhrl112c

MATa, his3, leu2 ,ura3, trpl,
ade8

SP1 tpk1::URA3, tpk2"!,
tpk3::TRP1

SP1 tpk1::URA3, tpk2"*,
tpk3::TRP1, bey::LEU2

MATa, leu2-3,112, ura 3-52,
reml, trpl, his3, GAL+, HMLa,
ade2, torl::HIS3-3, tor2::ADE2-
3/ YCplac111::TOR2

SH200/ YCplac111::tor2-21"
SH200/ YCplac111::tor2-29%
MATa, his3A1, met15A0,
lys2A0, ura3A0

MATa, his3A1, leu2A0, lys2A0,
ura3A0

BY4742 fabl::kanMX4

Mate, his3-200, leu2-1, ura3-52

FY86 con etiqueta HA en Ct de
Yhro87wp

FY86 con etiqueta GFP en Ct de
Yhro87wp

BY4741 ybr147w::kanMX4
BY4741 ybr216c::kanMX4
BY4742 ydrO70c::kanMX4
BY4742 ydr222w::kanMX4
BY4742 yer064c::kanMX4
BY4742 ygrO52w::kanMX4
BY4742 ygr203w::kanMX4
BY4742 ygr243w::kanMX4
BY4742 ygr272c::kanMX4
BY4742 yhrO33w::kanMX4
BY4742 yhr048w::kanMX4
BY4742 yhr087w::kanMX4
BY4742 yhr112c::kanMX4

J. Thevelein
(Mbonyi y col., 1990)

M. Hall
(Helliwell y col., 1998)

Euroscarf

F. Estruch
(Roberts y Wiston, 1997)

Este trabajo

Este trabajo

Euroscarf

80




Materiales y métodos

Aykro45c
Ayjl107c
Ayjro9éw
AyllO55w
Aylro42c
AylIr050c
Aylr108c
Aylr152c
Aylra37c
Aymli131iw
Aymr090w
Aymr310c
Aynl134c
Aynl193w
Ayor062c

BY4742 ykr045¢c: :kanMX4
BY4742 yjl107c: :kanMX4
BY4741 yjrO96w: :kanMx4
BY4741 yll055w: :kanMX4
BY4742 yIr042c: :kanMX4
BY4742 yIr050c: :kanMX4
BY4742 yIr108c: :kanMx4
BY4741 yIr152c: :kanMx4
BY4742 yIr437c::kanMx4

BY4742 yml131w::kanMX4
BY4742 ymr090c: :kanMX4
BY4741 ymr310c::kanMX4

BY4742 ynl134c::kanMX4

BY4742 ynl193w::kanMX4

BY4742 yor062c::kanMX4

1.4.2.2. Levaduras vinicas

Tabla M.4. Cepas de levaduras vinicas utilizadas en este trabajo.

Cepa Descripcion Procedencia
ICV16 S. cerevisiae DSM (1)
ICV27 S. cerevisiae bayanus Springer Oenologie
. - Lallemand Inc. (2)
Lalvin T73 S. cerevisiae bayanus
(Querol y col., 1992b)
Uvaferm CEG S. cerevisiae Lallemand Inc. (2)
Al( Francia) S. cerevisiae Lallemand Inc. (2)
A2 (Espafia) S. cerevisiae Lallemand Inc (2)
: A. Zuzuarregui (Tesis
BQS2017 ICV16 ura3
Doctoral)
BQS2018 ICV16/YEp352 “
BQS2019 BQS2018/YEp352-HSP26 “
BQS2020 BQS2018/YEp352-YHRO87W “
BQS2022 BQS2018/pRS316 “
BQS2023 BQS2018/pRS316-HSP26 “
BQS2024 BQS2018/pRS316-YHRO87W “
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BQS2036 ICV27 ura” Este trabajo
BQS2027 BQS2036/YEp352 “
BQS2028 BQS2036/YEp352-HSP26

BQS2029 BQS2036/YEp352-YHRO87W

BQS2037 BQS2036/pRS316

BQS2038 BQS2036/pRS316-HSP26

BQS2039 BQS2036/pRS316-YHRO87W

BQS2046 ICV16 pHSP26::pSPI1 (KanMX (3)
BQS2047 ICV27-pHSP26::pSPI1 (KanMx)(3)
BQS2044 ICV16-pYHRO87W::pSPI11(KanMX)(3)
BQS2045 ICV27-pYHRO87W::pSPI11(KanMX)(3)
BQS2066 ICV27-pYHRO87W::pPGK (KanMX)(3)

(1) Delft, Nederlands (2) Maisons-Alfort, Francia (3) p indica promotor: al menos
una copia del promotor del gen HSP26 o YHRO87W ha sido sustituida por el del gen
SPI1 o PGK1.

2. METODOS

2.1. Medios y condiciones de cultivo

2.1.1. Bacterias

Los cultivos de E. coli se realizaron en medio LB (extracto de
levadura 0,5% (p/v), triptona 1% (p/v), NaCl 1% (p/v)) o LBA
(medio LB suplementado con ampicilina 50 ug/mL) a 37°C con
agitacion (200 rpm). Para los cultivos en placa el medio fue
suplementado con agar 2% (p/V).

Tras la transformacion de células de E. coli por
electroporacion (apartado 2.2.1), las células se recuperaron en
medio SOC (extracto de levadura 0,.5% (p/v), triptona 2% (p/v),
NaCl 0,05% (p/v), KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM y glucosa 40 mM, pH
7) y posteriormente se sembraron en placas LBA.
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2.1.2. Levaduras

2.1.2.1. Medios generales y condiciones de incubacion

Para los cultivos de células de levadura sin auxotrofias se
utiliz6 medio YPD (extracto de levadura 1% (p/v), bactopeptona
2% (p/v), glucosa 2% (p/v)), con agitacion a 200 rpm e
incubacion a 30°C. Para el crecimiento en soporte sélido se utilizé
el mismo medio YPD con agar 2% (p/v) y las placas se incubaron
durante 24-72 h a 30°C.

Las cepas auxotrofas transformadas con plasmidos fueron
cultivadas en medio selectivo. Se utiliz6 medio minimo SD (base
nitrogenada para levadura sin aminoéacidos ni sulfato amonico
0,17% (p/v), (NH4).SO,; 0,5% (p/v), glucosa 2% (p/v))
suplementado con los aminoacidos requeridos en cada caso
(uracilo (100mg/L), leucina (100 mg/L), triptéfano (20 mg/L),
histidina (20 mg/L), adenina (100 mg/L)). En algunos casos se
recurri6 a medio minimo selectivo SC (base nitrogenada para
levadura sin aminoacidos ni sulfato amodnico 0,17% (p/v),
(NH4),S0O,4 0,5% (p/v), mezcla de aminoacidos (Drop out) sin el
aminoacido marcador de la auxotrofia 0,2% (p/v) y glucosa 2%
(p/v)). Para la elaboracién de los medios sdlidos se agreg6 agar al
2% (p/v).

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

Para la inducciéon del promotor del gen GAL1 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
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YPGal (YP conteniendo galactosa 2% (p/v) en lugar de glucosa).
Tras una incubacién de 2-4 horas se plaque6é en SD-cicloheximida
una dilucidon adecuada para la obtencién de unas 100 colonias por
placa. En el caso de la interrupciéon del gen URA3, cuando se
elimind la dltima copia, las placas fueron de YPD en lugar de SD y
también contenian el antibidtico; a los 2-3 dias de incubacion a
30°C se realiz6 una réplica de las colonias a placas de YPD-
geneticina para comprobar la pérdida del marcador.

Se utilizé también otros tipos de medios, derivados del YPD
explicado con anterioridad, en los experimentos en los que se
estudiaba el estrés osmatico. Asi, en YP20 e YP25, la cantidad de
glucosa es 20% (p/v) y 25%(p/v), respectivamente, el medio YPS
contiene sorbitol a una concentracion 1 M, el YPDNaCIl cloruro
sddico 0,7 M vy, en el caso del YPHS, la fuente carbono esta
representada por una concentracion equimolar de glucosa vy
fructosa (10% (p/v) de cada azlcar). Para la elaboracion de los
medios solidos correspondientes se agreg6 agar al 2% (p/v).

2.1.2.2. Mostos, condiciones de inoculacién e incubacion

En este trabajo se ha utilizado mosto sintético de
composicion quimicamente definida, asi como algunos mostos
naturales.

Con el fin de poder detectar diferencias en los patrones de
fermentacion en funcién de la naturaleza y las concentraciones de
nitrogeno disponible, se realizaron microvinificaciones en mosto
sintético variando la cantidad de nitrégeno inicial y la naturaleza
de la fuente de nitrogeno afadida. EI mosto utilizado en la
vinificacion que servia como control (MS300) fue definido por Riou
y col. (1997), pero en nuestro laboratorio se han introducido
algunas pequefias modificaciones para acercarnos mas a la
composicion del mosto natural. La principal de estas
modificaciones es la utilizacién como fuente de carbono de una
mezcla equimolecular de glucosa y fructosa a una concentracion
final del 20% (p/v). Este mosto contiene 300 mg/L de nitrégeno
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asimilable por la levadura (yeast assimilable nitrogen, YAN) ,
siendo 120 mg/L en forma de NH4Cl y 180 mg/L en forma de
aminoacidos introducidos a partir de una solucion madre que
incluye: Tyr 18 mg/L, Trp 179 mg/L, lle 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, Gln 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. El mosto también contiene otros elementos
esenciales para el crecimiento de la levadura como son: 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 (KH,PO, 750 mg/L, K,SO, 500 mg/L, MgSQO4-7H,0
250 mg/L, CaCl,-2H,0 155 mg/L, NaCl 200 mg/L, MnSO4-H,0 4
mg/L, ZnS0O4-7H,O 4 mg/L, CuSO4;-5H,0 1 mg/L, KI 1 mg/L,
CoCl,-6H,0 0.4 mg/L, H3BOz; 1 mg/L, (NHz)sM0;0.4 1 mg/L) vy
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.

Para las vinificaciones con limitacion de nitrégeno se utilizé
un mosto de composicion idéntica, exceptuando la cantidad de
nitrégeno atdmico asimilable, que en este caso era de 60 mg/L,
aunque las proporciones entre amonio y aminoacidos se
mantuvieron (24 mg/L en forma de NH4Cl y 36 mg/L en forma de
aminoéacidos). Las adiciones que se llevaron a cabo fueron tres, en
las que se variaba la fuente de nitrégeno introducida, aunque la
cantidad de nitrégeno atomico asimilable era la misma en todos los
casos: 240 mg/L. La primera de las adiciones fue en forma de sal
de amonio (NH4Cl), en el segundo en forma de aminoéacidos
(solucién madre) y en el dltimo de los casos se tratdé de una
mezcla manteniendo las proporciones (2:3) de sal de amonio
(NH4CI) y aminoacidos (soluciéon madre).

Los mostos naturales utilizados en algunos de los
experimentos correspondieron a las variedades siguientes:
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- Macabeo: 260 g/L de azUcares; 115 mg N/L; procedencia
“Bodegas El Rebollar”, Requena (Valencia), 2007.

- Bobal: 220 g/L azlGcares; =500 mg N/L; procedencia
“Bodegas Torre Oria”, Requena (Valencia), 2004.

- Sauvignon Blanc: 200 g/L de azucares; 200 mg N/L;
procedencia “Bodegas Torre Oria”, Requena (Valencia), 2004.

El mosto Bobal habia sido suplementado en bodega con 10
mL de Sulfoferment (Laffort) por hectélitro de mosto (equivalente
a 6 g/HL de SO,) y con 1 g de céctel enzimatico Lallyzyme
(Lallemand Inc.) por 100 Kg de uva. Al mosto Sauvignon se habia
afadido con 10 g/HL de metabisulfito potasico (KHSOs;, que
equivale a 5,3 g/HL de SO,) y 0,5 g/HL del preparado enzimatico
Lafase 60 (Laffort). El mosto Macabeo contenia cantidades
similares de sulfitos. En todos los casos fueron parcialmente
clarificados por sedimentacion en depoésitos de 150 HL durante 1-2
dias a 10°C, tomandose para los experimentos mosto situado
aproximadamente a 1,5-2 m del fondo del depdsito donde
sedimentan las lias, que fue congelado inmediatamente hasta su
utilizacion. Tras su descongelacion y previamente al indculo de las
levaduras se realiz6é una siembra directa de 10 pL en placas con
YPD y no se observd crecimiento de ninguna colonia, motivo por el
cual no se estudié la imposicion de la cepa inoculada durante la
vinificacion.

Las microvinificaciones se llevaron a cabo de diversas
maneras, segun los requerimientos de los experimentos a realizar:
tubos eppendorf, cornings de 15, 30 6 50 mL, o bien matraces,
pero en cualquier caso siempre se llenaban hasta % partes del
volumen total. En todos los casos la temperatura de incubacion fue
de 22° C. Si bien en la mayoria de los experimentos las
vinificaciones se llevaron a cabo sin agitacion, en algunos casos se
recurri6 a agitacion suave (120 rpm), de manera que las
condiciones de fermentacion fueran lo mas parecidas posibles a las
que se dan en las bodegas.

En algunos experimentos se inocul6 levadura seca activa, la
cual fue rehidratada e inoculada segun las instrucciones del
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productor. Asi pues, las células se incubaron a una concentracion
del 10% (p/v) en glucosa 5% (p/v) durante 20 minutos a 37° C.
Después de esto se inocularon directamente en el mosto en
proporciéon 1:500. En varios experimentos se utilizaron medios de
rehidratacion sin glucosa o con concentraciones de este azulcar del
2% y del 10%.

En los casos que se partian de levaduras en cultivo, éstas se
tuvieron creciendo durante dos dias en medio YPD o medio
selectivo, para asegurarnos gue estaban en fase estacionaria, y se
inocularon directamente en el mosto para obtener una
concentracién de alrededor de 5-10° células/mL.

2.1.2.3. 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 nuestro laboratorio y en otros (lvorra y col., 1999;
Piper y col., 1994).

Para la mayoria de experimentos se diluyeron cultivos en YPD
crecidos durante una noche hasta una absorbancia a 600nm 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 osmoético 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
YP20 o YP25. La incubaciéon continué a 30°C durante 2 h. Para el
estudio de estrés por etanol se afiadié directamente este
compuesto al cultivo de células en crecimiento exponencial hasta
una concentracion de 10% (v/v) e incubando a 30°C durante 1 h.

La viabilidad de las células tras estos tratamientos se
determindé sembrando en placas de YPD, por triplicado. La dilucion
fue la adecuada de los cultivos, de manera que tras la incubacién a
30°C se obtuviesen entre 100 y 300 colonias. Para expresar el
resultado como viabilidad relativa se tom6é como referencia el
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cultivo control mantenido en crecimiento sin estrés durante el
mismo periodo de tiempo en el que los otros cultivos estaban
siendo sometidos a condiciones de estrés. Los datos mostrados
son el resultado de al menos tres experimentos independientes.

Para el estudio de la sensibilidad a estrés oxidativo se
sembraron en placas de YPD, por triplicado, 10’ 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 diametro y 0,6 mm de
grosor impregnado con 10 pL de H,0, 9,79 M. Tras 24-48 horas de
incubacion a 30°C se form6 un césped de células y en el centro de
la placa un halo de inhibiciébn del crecimiento cuyo diametro
constituye una medida de la sensibilidad de cada cepa a dicho
estrés (Stephen y col., 1995). El experimento se realizé 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.

2.2. Manipulacién de microorganismos

2.2.1. Transformacioén de E. coli

La transformacion de E. coli se realizé por electroporacion
utilizando células electrocompetentes de la cepa DH5a. Estas se
obtuvieron a partir de un cultivo de 2 L de SOB (bactopeptona 2%
(p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM)
a una ODgy de 1,5 aproximadamente. Las células se recogieron
por centrifugacion a 5000 rpm 10 minutos a 4°C, se
resuspendieron en 1L de tampon de lavado (glicerol 10% (v/v) en
agua) y se centrifugaron de nuevo con las mismas condiciones.
Tras repetir este lavado, el sedimento final se resuspendid en 2 mL
del tampoén de lavado y se prepararon alicuotas de 50 uL que se
guardaron a -80°C hasta su utilizacion.

Cada alicuota se transformé con 10-40 ng de plasmido
aproximadamente. Para ello se realizd un pulso a 1,8 kV en un
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aparato electroporador E. coli Pulser (Bio-Rad). Después se
recuperaron las células durante una hora en medio SOC y
finalmente se plaguearon en medio LBA soélido.

2.2.2. Transformacién de levaduras

Las distintas cepas de S. cerevisiae fueron transformadas
siguiendo el protocolo basado en la incubacion con acetato de litio
(Gietz 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 600nm de 0,2-0,3. Después de 2,5-3 generaciones
se recogieron 108 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 minutos a 30°C. Después se afiadieron 5 pL de DNA de
esperma de salmén disuelto en TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM
pH 8,0) a una concentracion de 2 mg/mL y previamente
desnaturalizado y 5-10 pL conteniendo 100-200 ng (en el caso de
plasmidos) o 1-5 pg (si se trataba de mdodulos de integracion) de
DNA transformante. A la mezcla se afiadié 300 puL de una solucién
de polietilenglicol (peso molecular medio 3350) 50% (p/v): LiAc (1
M): H,O en proporciones 24:3:1. El tubo conteniendo la muestra
se agitd de forma vigorosa, se incubé a 30°C 30 minutos y
seguidamente se realiz6 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 transformacién se plaquedé en medio minimo selectivo.
En el caso de las transformaciones en las que la seleccion se
basaba en la resistencia a antibidticos, las células fueron
recuperadas en medio YPD liquido durante 2-5 horas en agitacion
a 30°C antes de realizar la siembra en placas con antibiético a las
concentraciones indicadas en el apartado 2.1.2.1. En algunos
casos la recuperacion se llevé a cabo en placas de YPD y tras 12-
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16 horas de incubacién a 30°C se hicieron réplicas en las placas
con antibiotico.

2.2.3. Construccion de cepas

Las transformaciones integrativas para la eliminacion de
secuencias en el genoma se llevaron a cabo siguiendo el sistema
descrito por Guldener y col. (1996).

Para la disrupcion del gen URA3 en la cepa ICV27, el DNA
transformante se sintetiz6 mediante una reaccién de PCR en la que
se utilizé como molde el plasmido pUG6. Este plasmido contiene el
gen Kan" de E. coli, que confiere resistencia a geneticina,
flanqueado por secuencias loxP. Los cebadores utilizados
inicialmente (IURA3 e IURA5) poseen en la zona 3’ una secuencia
de 18-20 bases homodlogas al plasmido pUG6 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 regiéon codificante del gen URA3. Después de la transformacion
(apartado 2.2.2) con el DNA lineal obtenido de esta manera se
produce, por recombinacion homoéloga, la integracion en el locus
deseado y la sustitucion de la secuencia silvestre por la del gen
marcador. El siguiente paso fue la transformacion de la cepa con el
plasmido YEp351-cre-cyh. Este posee como marcador el gen CYII®
de Candida maltosa, que confiere resistencia a cicloheximinda vy,
ademas, la secuencia codificante de la recombinasa Cre del fago
P1 bajo el control del promotor del gen GAL1l. Seguidamente se
procedi6 a la induccion de la expresion de la recombinasa
(apartado 2.1.2.1 de esta seccion) para eliminar el marcador de
resistencia a kanamicina 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 realizdé 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 YEp351-cre-cyh. Todos estos pasos
se pudieron seguir mediante PCR por amplificacion a partir de los
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oligos URA3AL1 y URA3A4. Dado que en cada ronda de interrupcion
el moédulo de integracion puede recombinar en un locus ya
interrumpido, se tuvo que disefiar 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 esta levadura.

La sustitucion del promotor de los genes HSP26 o
YHRO87W en alguna de sus copias gendémicas por el de los genes
SPI1 o PGK1 se llevé a cabo en las cepas ICV16 e ICV27 de
acuerdo con el procedimiento descrito en Cardona y col. (2007) y
mostrado en la Figura M1.

En casos de sustitucion de promotores por el de SPI1
(Figura M1 panel A), se amplificé una region de 1100 pb de este
gen utilizando los oligonucledtidos SPI1b y SPllc. El producto de
PCR se introdujo en el sitio EcoRV del plasmido pUG6, lo cual fue
confirmado mediante amplificacion con K2 y SPI1b.

Los cassettes de sustitucion con regiones flanqueantes
homodlogas a los promotores de HSP26 o YHRO87W se obtuvieron
mediante reacciones de PCR con las combinaciones de
oligonucledtidos HSP26a/HSP26b o YHRO087a/YHRO087b. Una vez
comprobada la sustituciéon de promotores en el genoma (véase el
Capitulo 4 de este trabajo), se introdujo el plasmido YEp351-cre-
cyh para inducir la pérdida del gen kanMX segun el procedimiento
descrito en el apartado 2.1.2.1.

Para la sustitucion del promotor de YHRO87W por el del
PGK1 (Figura M.1 panel B), se amplific6 una regidon de 788 pb de
este gen utilizando los oligonucleétidos PGK1-1A y PGK1-2A y este
producto de PCR se introdujo en el sitio Sall de pUG6. La
construccion del plasmido fue confirmada mediante amplificacion
con K2 y PGK1X. El cassette de sustitucion con regiones
flanqueantes homologas a las del promotor de YHRO87W se obtuvo
mediante amplificacion con los oligonucle6tidos YHR087f/YHR087g.
La comprobacion de la sustitucion del promotor en el genoma se
describe en el Capitulo 4 de este trabajo y las etapas posteriores
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hasta conseguir la cepa final se llevaron a cabo segin se ha

descrito en el parrafo anterior.

Para la construccion de una cepa derivada de la FY86
conteniendo la etiqueta HA en la region C-terminal de YhrO87wp se
llevo a cabo una amplificacion con los oligonucleétidos YHRO87W-

F2 e YHRO87W-R1 a partir del

plasmido pFAB6A-3HA-KanMX5

(Longtine y col., 1998) para obtener el cassette de transformacion.
La comprobaciéon de la modificacion en el genoma se llevd a cabo
mediante PCR con YHRO87W-200 e YHRO87W+200.

Amplificaci6én del cassette
Transformaci6n de la levadura
Ry binacién h ]

B

HSP26 /

EYHRO&? w

HSP26
toxp SPI1P /

foxP kanMX [ ; YHROS7W

Induccién de la
recombinasa Cre

HSP26 /

3) Emkosfw

- SPHp HSP26 /

lox EYHR087W
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B)

PGKIp « joxp KanMX  jop
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Amplificacion del cassette

Transfi delal dura
Recombinacién homéloga
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N NVI//////////////////////////A
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Figura M.1. Esquema de la construccion de las cepas ICV16 (ICV27)-PSPI1-HPS26,
-PSPI1-YHRO87W (panel A) o ICV16 (ICV27)-PPGK1-YHRO87W (panel B). Los

detalles estan descritos en el texto.
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2.3. Métodos de manipulacién y analisis de &cidos
nucleicos

2.3.1. Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli

Para las preparaciones de DNA plasmidico a pequeria escala
se utilizd6 el sistema comercial Perfectprep Plasmid Mini
(Eppendorf) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la
obtencion de mayores cantidades de DNA plasmidico se utilizaron
los Kits comerciales Perfectprep Plasmid Midi o Perfectprep Plasmid
Maxi (Eppendorf), siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.3.2. Aislamiento de DNA gendmico de levadura

Se extrajo DNA gendmico de levadura para la obtencion de
sondas, las cuales se utilizaron en las hibridaciones de RNA, asi
como para la comprobacién de sustituciones de promotores, de
introduccién de etiquetas HA o de interrupciones génicas.

La extraccion se realizé a partir de cultivos de 4 mL en YPD
crecidos durante toda la noche, a partir de los cuales se recogieron
las células por centrifugacion durante 3 minutos a 3000 rpm. Las
células se lavaron con 500 pL de agua estéril y se vuelvieron a
centrifugar en las mismas condiciones. Se aspir6 el sobrenadante y
sobre las células se afiadieron 200 puL de tapén de rotura (Triton X-
100 2% (v/v), SDS 1% (p/v), NaCl 100mM, Tris-HCI 10mM pH 8,0
y EDTA 1mM pH 8,0), 200 uL de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico en proporciéon 25:24:1 y 200 uL de perlas de vidrio de
425-600 pum de diametro. Se agitaron en voértex durante 20
minutos a 4°C. Posteriormente se afiadieron 200 uL de tampén TE
1X (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM, pH 8,0) y se centrifugd 5 minutos
a velocidad maxima a 4°C. Se recogi6 el sobrenadante y, tras
afladir 2 voliumenes de etanol 96% y agitar en vortex, se volvio a
centrifugar 15 minutos a velocidad maxima a 4°C. Se elimind el
sobrenadante y el precipitado se lavéo con etanol 70% y se
centrifugd 5 minutos en las mismas condiciones. Finalmente, se
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eliminé el sobrenadante y, cuando el precipitado estuvo seco, se
resuspendiod en un volumen de entre 50 y 100 uL de agua estéril.
El DNA resuspendido se guardo a -20°C.

2.3.3. Aislamiento de fragmentos de DNA a partir de geles de
agarosa

Los fragmentos de DNA utilizados como sondas o para
clonaciones o tranformaciones integrativas fueron purificados a
partir de geles de agarosa. Para ello se utilizd el kit comercial Gel
cleanup (Eppendorf) siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.3.4. Construccion de plasmidos

Para expresar los genes HSP26 e YHRO87W bajo el control de
su propio promotor se utilizaron el plasmido episomal YEp352 y el
centromérico pRS316. Con esta finalidad se amplificaron
fragmentos de 2140 pb del gen HSP26 y 1860 del YHRO87W,
conteniendo el promotor, la region codificante y el terminador de
estos genes, a partir de DNA gendmico de la cepa W303-la
mediante las combinaciones de oligonucleétidos tHSP26-1/tHSP26-
2 o tYHRO87-1/tYHRO87-2 respectivamente. Estos fragmentos se
introdujeron en los sitios Smal-BamH1 de los vectores
mencionados con anterioridad. Los plasmidos resultantes se
denominaron YEp(pRS)HSP26 o YEp(pRS)YHRO87W.

2.3.5. Aislamiento de RNA

Para la extraccion de RNA total de levadura se sigui6 el
protocolo descrito previamente por Sherman y col. (1994) con
algunas modificaciones. Las células se recogieron por
centrifugacion, se lavaron una vez en agua destilada estéril fria y
se congelaron inmediatamente con N liquido. Se guardaron a -80°
C hasta la extraccion del RNA. Las células se descongelaron
entonces en hielo, resuspendiéndolas en 0,5 mL de tampdn LETS
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(LiCl 0,1M, EDTA 0,01 M, Tris 0,01 M, SDS 0,2% (p/v), pH 7,4),y
se afiadi6é 0,5 mL de fenol ajustado a pH 4,3 (Amresco) y 0,5 mL
de perlas de vidrio (425-600 micras de diametro). La rotura de las
células se realizd en un Fast-Prep FP120 (Savant Instruments Inc.
Farmingdale, NY) durante dos periodos de 30 segundos (velocidad
5,5). Para separar las fases se centrifugé durante 15 minutos a
12000 rpm, 4° C. Se recogio el sobrenadante y se le afiadié un
volumen de una mezcla de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(125:24:1), centrifugando 10 minutos a 10000 rpm.
Seguidamente se realiz6 una nueva extraccién con un volumen de
una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (4:1) en las mismas
condiciones de centrifugacion. Posteriormente el RNA se precipitd
con un volumen de LiCI 5 M y se dej6é a -80° C durante un minimo
de 3 horas. Se recogid por centrifugacion durante 15 minutos a
12000 rpm, 4° C, y se realizaron dos lavados de 200 uL con EtOH
70% (v/v). El RNA se resuspendié en H,O milliQ para volver a
precipitarlo. Para ello se afadié6 acetato potasico a una
concentracion final 0,3 M y dos volumenes de EtOH 96% (v/v). Se
volvié a dejar al menos 30 minutos a -80° C para volver a
centrifugar durante 15 minutos a velocidad maxima, 4° C. El
precipitado se lavd con EtOH al 70% y finalmente se resuspendio
en H,O milliQ.

La concentracion de RNA se valoré midiendo la absorbancia
a 260nm en un Biophotometer (Eppendorf).

Todo el material utilizado para la obtencién de RNA fue
autoclavado a 2 atm y 121°C durante 1 h para inactivar las
RNasas.

2.4. Reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR) vy

transcripcién reversa (RT)

2.4.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 20-50
ul con 100 ng de DNA molde genémico, 0,5 uM de cada cebador,
0,2 mM de cada dNTP, MgCl, 3 mM, tampdn proporcionado por la
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casa comercial y una unidad de DNA polimerasa Biotaq (Bioline),
aislada de Thermus aquaticus YT-1. Las condiciones de reaccion
fueron: 1 ciclo de 5 minutos a 95° C, 20-40 ciclos compuestos de
1 minuto a 95° C, 1 minuto a la temperatura 6ptima de hibridacién
para cada par de oligonucleétidos, un tiempo variable (1 minuto
por Kb) a 72° C y un ultimo ciclo de 10 minutos a 72° C.

2.4.2. Transcripcion reversa (RT)

Se incubaron 5 pg de RNA con 1 unidad de DNasa | (Gibco,
Life Technologies) en un volumen de 25 uL a 37°C durante 1 hora.
A continuacion se agregd 1 pyL de oligodT (500 ng/ uL) y 2 pL de
una mezcla de dNTPs, a una concentraciéon de 10 mM cada uno, y
se incub6 la mezcla a 65°C durante 5 minutos, tras lo cual se
transfirié el tubo a hielo. Se afiadieron entonces 8 pL de tampon
5x para SuperScript 11l (Invitrogen), 2 pL de DTT 0,1 M, 1 unidad
de inhibidor de ribonucleasas Rnase out (Invitrogene) y 1 unidad
de transcriptasa reversa SuperScript 111 (Invitrogene). Esta mezcla
de incubd durante 1 hora a 50°C. Finalmente se inactivo el enzima
incubando a 75°C 15 minutos.

2.4.3. RT-PCR semicuantitativa

Para la amplificacion del producto de la transcripcion
reversa (cDNA) se realiz6 una diluciéon 1/20 del cDNA obtenido
como se describe en el apartado anterior y se utilizaron 2 pL como
molde de la PCR. El volumen de reaccion para estos estudios fue
de 20 pL y se utilizaron entre 20-25 ciclos de amplificacion
dependiendo del gen a estudiar. Antes de llevar a cabo las RT-PCR
de interés con un determinado cDNA se llevé a cabo una
comprobacion de la ausencia de DNA gendmico en la muestra
mediante una RT-PCR con oligos correspondientes al gen ACT1,
que contiene un intron. La secuencia de estos oligonucledtidos se
indica en la Tabla 1.2. Si la muestra so6lo contenia cDNA daba una
Unica banda de 170 pb y si la muestra estaba contaminada con
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DNA gendémico aparecia una segunda banda de mayor tamafo
(420 pb).

2.4.4. RT-PCR en tiempo real

Los experimentos de expresion génica realizados mediante
ésta técnica se llevaron a cabo en un aparato Chromo 4 Real Time
PCR detector (Bio-Rad), utilizando el reactivo SYBR Green with
ROX (Invitrogene). El fluor6foro ROX se utiliz6 como referencia
pasiva de cada una de las muestras. El disefio de oligonucleétidos,
la mezcla de reaccion y las condiciones de amplificacion se llevaron
a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Se hizo triplicado
de PCR para todas las muestras. El procesamiento de los datos se
llevé a cabo de la manera siguiente: se realizé inicialmente una
RT-PCR en tiempo real con diferentes diluciones (entre 1/20 y
1/400) de un cDNA genérico para cada par de oligonucleétidos que
se iban a utilizar, con la finalidad de calcular la eficiencia de los
mismos segun se describe en Schmittgen y Livak (2008),
utilizando la expresion E=(10 */Pendiente)y (E—eficiencia). Una vez
comprobada que la eficiencia estaba dentro del rango 1,8-2,2, se
comenzo a trabajar con las muestras. El gen que se utiliz6 como
normalizador fue ACT1 y se utilizé el método de comparaciéon de Ct
para calcular las diferencias de expresion entre los pares de
condiciones consideradas (Schmittgen y Livak, 2008). Asi, se
calculé el AACT como:

AACT:(CTgen diana_CTgen referencia)cond.l'(CTgen diana_CTgen referencia)cond.z-

2.5. Separacién de acidos nucléicos por electroforesis

Las electroforesis de acidos nucléicos se llevaron a cabo de
acuerdo con los protocolos descritos en Sambrook y col. (2001).

97



Materiales y métodos

2.5.1. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA se realizé en geles de
agarosa de concentracion variable (0,8%-1,8% (p/v)) segun los
tamafos a separar. Los geles se prepararon en tampon TBE 0,5x
(Tris 44,5 mM, &cido bérico 44,5 mM, EDTA (pH 8) 1,25 mM), que
también fue utilizado como tampon de electroforesis. Las muestras
se mezclaron con tampon de carga 6X (azul de bromofenol 0,25%
(p/v), azul de xilencianol 0,25% (p/v), glicerol 30% (v/v)) hasta
una concentracion final 1x y la electroforesis se realizé a voltaje
constante (6-10 V/cm) durante un tiempo variable en funciéon de la
resolucién requerida.

Las electroforesis con fines preparativos se realizaron de
manera analoga.

2.5.2. Electroforesis de RNA en geles de agarosa en tampon
TAE

La integridad del RNA obtenido tras las extracciones se
comprobd mediante la visualizacion de 2 pg de RNA total en un gel
TAE 1x (Tris 40 mM, EDTA (pH 8,0) 1 mM) con 1% (p/v) de
agarosa. Estas electroforesis se llevaron a cabo durante 10-15
minutos a 10 V/cm.

2.5.3. Electroforesis de RNA en geles de agarosa en tampon
MOPS

Para realizar una electroforesis de RNA todo el material
tiene que estar tratado frente a nucleasas, por lo que se empez6
con una limpieza exhaustiva de la cubeta donde se realizé la
electroforesis. Se hizo un primer lavado con agua y detergente, a
continuacion un segundo lavado con etanol al 70% y un tercero
con peroxido de hidrogeno al 3% durante 10 minutos. Por dltimo,
un lavado con abundante agua milliQ autoclavada para RNA (en las
condiciones descritas en el apartado 2.3.5).
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La preparacion del gel también se hizo con material tratado
para RNA. Estos geles contienen agarosa 1,5% (p/v) en MOPS 1x
(MOPS 40 mM, NaAc 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0) y formaldehido
8% (v/v). Las muestras también fueron tratadas; para ello se
diluy6 entre 10-20 pg de RNA en MOPS 1x conteniendo formamida
50% (v/v) y formaldehido 6,5% (v/v) y se incubd durante 5
minutos a 65°C. Después se afiadié 4 uL de tampon de carga para
RNA (glicerol 50% (v/v), EDTA 1mM, azul de bromofenol 0,4%
(p/v), xilencianol 0,4% (p/v) y 0,01% (v/v) bromuro de etidio).

Antes de realizar la electroforesis se realiz6 una pre-
electroforesis, sin cargar las muestras, durante unos 10 minutos a
unos 80-100 V. Finalmente, se aplicaron las muestras y se corri6
el gel, al mismo voltaje, hasta que la banda del colorante quedo6 a
2-3 cm del final.

En algunos casos para la deteccion del RNA en lugar de
afadir el bromuro de etidio a las muestras se prepard una dilucion
1:200 (v/v) de la solucion madre (10 mg/mL) en agua, en la cual
se introdujo el gel y se dejo en agitacion durante 10 minutos. Se
paso a otra cubeta que contenia agua milliQ para RNA y se dej6 en
agitacion unas tres horas, para la eliminacion del exceso de
bromuro de etidio.

2.6. Transferencia de RNA a membranas de nylon

Una vez llevada a cabo una electroforesis de RNA, se hizo la
transferencia del mismo a membranas de nylon segun se describe
en Sambrook y col. (2001).

El tampon empleado para la transferencia fue SSC 6x (NaCl
0,9 mM, citrato sédico 90 mM, pH 7,0) y la membrana fue
Hybond-N (Amersham). Tras 12-16 horas de transferencia se
hicieron dos lavados con SSC 2x. Finalmente la membrana se sec6
ligeramente entre papel de filtro y se procedié al entrecruzamiento
del RNA con la misma mediante luz UV (0,120 J/minuto) durante
un minuto.
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2.7. Slot-blot de RNA

Existe una manera alternativa de analizar el RNA que
consiste en aplicarlo directamente a una membrana de nylon sin
tener que correr previamente un gel MOPS. Esta técnica se basa
en la desnaturalizacion del RNA y la transferencia a la membrana
de nylon utilizando un aparato de slot-blot, en este caso de Bio-
Rad. Esta metodologia so6lo se ha utilizado en los casos en los que
se ha comprobado previamente que la sonda empleada no hibrida
con otras secuencias de RNA. Tiene como ventaja frente a un
Northern que el volumen que podemos cargar en el pocillo es
mucho mayor, ademés de poder analizar hasta 48 muestras sobre
la misma membrana.

Para la preparacion de la muestra se diluyeron entre 8-40
pg de RNA en una mezcla de formaldehido 6,5% (v/v), formamida
desionizada 50% (p/v) y tampon MOPS 1x (de la misma
composicion que en el apartado 2.5.3.) con un volumen final no
superior a 300 pL. Se incubd la mezcla durante 10-15 minutos a
65° C y se centrifugé unos segundos a velocidad maxima. A
continuacion se procedidé segun las indicaciones del sistema de
Slot-blot de Bio-Rad.

Al acabar el proceso la membrana se traté como en el caso
descrito con anterioridad (apartado 2.6).

2.8. Marcaje radiactivo de DNA

Para el marcaje de las sondas de DNA previo a la
hibridaciéon de las membranas se utilizé6 la técnica de cebado
aleatorio empleando el sistema High Prime (Roche) y utilizando
como nucleétido marcado [a-*2P]-dCTP (Amersham). Se utiliz6
unos 25-50 ng de DNA desnaturalizado (hervido durante 10
minutos), a los que se afiadié el High Prime, el nucleétido marcado
y H,O destilada hasta el volumen necesario para llevar a cabo la
reaccion. Esta se incub6 durante 15-20 minutos a 37° C, y
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posteriormente se detuvo por adicion de EDTA a una concentracion
final 50 mM.

Para eliminar el exceso de nucledtidos libres se paso la
muestra por columnas MS300 (Amersham) siguiendo las
indicaciones descritas por la casa comercial.

2.9. Hibridacién de acidos nucléicos y autorradiografia

Las membranas se pre-incubaron a 42°C durante al menos
dos horas en solucion de pre-hibridacion (SSPE 5x (NaCl 0,9 M,
fosfato sodico 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 desnaturalizado (100 pg/mL)). Esta solucién fue
sustituida por solucion de hibridacion (SSPE 5x, Denhardt 1x,
formamida desionizada 50% (v/Vv), sulfato de dextrano 10% (p/v)
y DNA de esperma de arenque desnaturalizado (100 ug/mL)) a la
que fue afiadido el DNA gendmico marcado y previamente
desnaturalizado a una concentraciéon aproximada de 5-10°
dpm/mL. La hibridaciéon tuvo lugar a 42° C durante 16-24 horas,
tras lo cual se procedi6 a la eliminacién de radiactividad que no
hibridé especificamente lavando los filtros una vez durante 10
minutos a 42° C en SSPE 2x y SDS 0,1%, otra en SSPE 1x y SDS
0,1% durante 15 minutos a 65° C y, por dltimo, en muchos casos
se llevé a cabo un tercer lavado a la misma temperatura, pero esta
vez en SSPE 0,1x y SDS 0,1%. Finalmente los filtros se secaron al
aire.

En algunos casos el protocolo de hibridaciéon que se siguid
fue diferente. En este segundo método se afiadian 10 mL de la
solucién de pre-hibridacién (NaPO,* 0,5M (pH 7,2), EDTA 1 mM,
SDS 7%(p/v)) durante 1,5 - 2 horas a 65°C y tras la incubacion se
eliminaba la solucidon y se afiadian 15 mL de la de hibridacién, que
era la misma que la de pre-hibridacion conteniendo el DNA
genémico marcado y previamente desnaturalizado a una
concentracién aproximada de 5-10° dpm/mL. Se incubé de 14 a 16
horas a 65°C y se procedio a los lavados del filtro para eliminar la
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radiactividad inespecifica que pudiera quedar unida. Para ello se
realizaron 2 lavados de 10 minutos a 65°C con una solucidon que
contenia SSC 0,5x y SDS 0,1%. Los filtros se secaron al aire.

Para eliminar la sonda de los filtros, con la finalidad de
reutilizarlos, se realiz6 una incubacion de 30 minutos con SDS
0,1% (p/v) hirviendo, proceso que se repiti6 2 veces. La
eliminacién de la sonda se comprobd con un contador Geiger y
realizando una exposicion de 48 horas.

La cuantificacion de la intensidad en cada punto se llevo 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).

2.10. Hibridacién in situ de RNA poliadenilado

Para la visualizacion de los mRNA poliadenilados se recurrié
a cultivos de 10 mL con una ODggo entre 0,2 y 1. Se les afiadieron
1,2 mL de formaldehido al 37% (v/v) y se incubaron a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Tras recoger las
células por centrifugacion a 2500 rpm 3 minutos, se
resuspendieron en 5 mL de una disolucion formada por
formaldehido 4% (v/v) y K3PO,4 0,1 M (pH 6,4). Se incubd 1 hora a
temperatura ambiente y después se lavaron las células dos veces
con 5-10 mL de K3PO4 0,1M (pH 6,4). Se hizo un lavado adicional
con el tampén KsPO, 0,1M, sorbitol 1,2M, se resuspendieron las
células en 1 mL de este ultimo tampdn y se transfirieron a un tubo
eppendorf.

Se centrifugé 1 minuto a 6000 rpm y se volvié a resuspender
en 90 uL de tampodn de lavado. Se afiadieron 10 uL de solucién de
Zymoliasa 10T (5 mg de zymoliasa en 1 mL de tampén de lavado),
incubando 30 minutos a 30°C con agitaciéon. Tras una
centrifugacion de 3 minutos a 3000 rpm y un lavado con 100 uL de
tampon K3PO,4 0,1M, sorbitol 1,2M, el sedimento se resuspendid en
30 pL de este tampon.
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Toda la solucion se afiadié a pocillos recubiertos de poli-L-
lisina. Estos pocillos fueron preparados con anterioridad,
afladiendo 20 pL de poli-L-lisina 3 mg/mL en cada uno de los
pocillos de la placa que se iban a utilizar, dejando 10 minutos a
temperatura ambiente y eliminando entonces el exceso con una
bomba de vacio. Una vez aplicada la muestra en los pocillos asi
tratados, se dejo secar durante 20 minutos y las células no
adheridas fueron retiradas por aspiracion. A partir de este
momento las muestras se mantuvieron, para evitar que se
secaran, en una camara humeda.

Los pocillos se lavaron una vez con 100 uL/pocillo de SSC 2x
y las muestras se incubaron en la misma solucion durante 10
minutos. Se retird el SSC 2x, se afiadié 25 uL de tampoén de pre-
hibridacion (sulfato de dextrano 10% (p/v), formamida
desionizada 50% (v/v), tRNA de E. coli 125 pg/mL, DNA de salmén
500 pug/mL, Denhart 1x, DTT 1mM y RNasin 4 unidades/mL) y se
incub6é al menos 1 hora a 37°C. Tras aspirar la solucién de pre-
hibridacién, se afiadi6 la de hibridacion (solucion de pre-
hibridaciéon conteniendo oligo-dT marcado con Cy3 a una
concentracion final de 1 uM) y se incubd a 37°C durante toda la
noche.

Los pocillos se lavaron introduciendo la placa dentro de un
vaso de precipitados con 100 mL de SSC 2x y se dejaron 5
minutos del mismo modo en SSC 1x. Tras ello se afadié 2 uL de
DAPI (2,5 mg/mL en agua) a la soluciéon del vaso y se incubd 5
minutos mas. Se realizé una incubacién adicional de 5 minutos en
SSC 1x dentro del mismo recipiente con agitacion y, por altimo, un
lavado con SSC 0,5x de 1 minuto a temperatura ambiente. Se dejé
secar la placa, se afadi6é 3,5 uL/pocillo de Mowiol*, se colocé un
cubre y se dej6 al menos 1 hora a temperatura ambiente para que
el Mowiol solidificara antes de observar la preparacion al
microscopio de fluorescencia Axioskop 2 de Zeiss Inc. Las
fotografias se obtuvieron con una camara SPOT de Diagnostic
Instruments Inc.
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* Preparacion del Mowiol: 2,4 g de Mowiol (Calbiochem-Merck) y 6,9 g de
glicerol apto para microscopia (Merck) se agitaron durante 2-3 horas a
temperatura ambiente. Tras afladir 12 mL de Tris-HCI 0,2M (pH 8,5) se
calenté a 50°C 10 minutos. Se centrifugé a 5000 g 15 minutos, se separ6
en alicuotas de 0,5 mL y se guardd a -20°C. Antes de la utilizacion se
afladio a la alicuota correpondiente 12,5 mg de 1,4-diazabiciclo-[2,2,2,]-
octano (Dabco, Sigma), calentandose a 37°C hasta el momento de su
uso).

2.11. Métodos de manipulacién y andlisis de proteinas

2.11.1. Obtencion de extractos proteicos

Las células se recogieron por centrifugacion a 2500 rpm
durante 3 minutos. Tras un lavado con agua, las células se
resuspendieron en 100 uL de agua y se afiadi6 100 uL de NaOH
0,2M. Se dejaron 5 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugaron durante 1 minuto a 12000 rpm.

Se aspir6 el sobrenadante, se resuspendio el precipitado en
50 pL de tampon de carga de proteinas SDS-PAGE 2x (Tris-HCI
250mM pH 6,8, SDS 140 mM, azul de bromofenol 30 mM, glicerol
27 uM) conteniendo DTT 0,1 mM y se incubaron las muestras a
95°C durante 5 minutos. Se centrifugaron de nuevo durante 10
minutos a 3000 rpm y el sobrenadante, que constituye el extracto
proteico, se transfiridé a un tubo nuevo.

En el caso de los extractos proteicos utilizados para los
experimentos de actividad arginasa el protocolo seguido fue el
descrito por Carrasco y col. (2003). Las células recogidas por
centrifugacion se resuspendieron en 500 uL de Tris-HCI 5mM (pH
7,5), MnCl, 1 mM. Para romperlas se afiadieron aproximadamente
500 mg de perlas de vidrio y se agitaron en voértex durante 4
intervalos de 1 minuto cada uno, poniendo las muestras en hielo
entre ellos. El lisado se centrifugdé 5 minutos a 5000 rpm y el
sobrenadante se utilizé como extracto crudo de proteinas.

Las muestras que se utilizaron para los geles
bidimensionales se extrajeron con un protocolo diferente
(Fernandez-Arenas y col., 2007). Se resuspendieron las células
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recogidas en un volumen de 150 uL de tampon de lisis (urea 7 M,
tiourea 2 M, CHAPS 4% (p/v), Tris 10 mM, PMSF 0,5 mM, pH 8,5)
y se afadieron 150 uL perlas de vidrio. Se realizé un pulso de 25
segundos a velocidad 5,5 en Fast-Prep FP120 (Savant Instruments
Inc. Farmingdale, NY) y seguidamente se centrifugaron las
muestras durante 20 minutos a 13000 rpm. Se recogido el
sobrenadante y, tras repetir la centrifugacion, se desal6 con un Kit
comercial 2D Clean-Up kit (Amersham Biosciences). Finalmente,
las muestras se dejaron en un tampoén que contenia urea 7 M,
tiourea 2 M, CHAPS 4% (p/v) y Tris 30 mM (pH 8,5) y se
guardaron a -80°C antes de ajustarles el pH y cuantificarlas.

2.11.2. Determinacion cuantitativa de proteinas

2.11.2.1. Método de Bradford

Para cuantificar las proteinas nos basamos en el método de
Bradford (Bradford, 1976) utilizando el reactivo comercializado por
Bio-Rad y siguiendo las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. En cada ensayo se realiz6 una recta patrén con una
disoluciéon de seroalbimina bovina (Boehringer Manheim) de
concentracion conocida. Las diluciones utilizadas se encontraban
en un rango de 1 ug/mL a 24 pg/mL. Se midi6 la absorbancia a
595 nm en un espectrofotémetro Thermo Spectronic Genesys 20.

2.11.2.2. Método RC/DC de Bio-Rad

La cantidad de proteina de las muestras que iban a ser
analizadas por DIGE, se determind utilizando el kit RC/DC Protein
Assay (RC, Reducing agent Compatible/DC, Detergent Compatible)
de Bio-Rad y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé
este Kit porque ademas de ser mas rapido (en 15 minutos se
consigue el 90% del avance de la reaccidén), es mas sensible y
mantiene el color estable durante mas tiempo (tras 1 hora sélo se
pierde el 5% del color). La recta patron se realizé con una solucién
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de BSA de concentracion conocida (1,48 mg/mL) y se realizaron
diluciones entre 0,05 y 2 ug/mL. Se midid la absorbancia a 750 nm
en un espectrofotobmetro Thermo Spectronic Genesys 20 de cada
una de las muestras.

2.11.3. Electroforesis en SDS-PAGE e inmunodeteccion

Las muestras proteicas (50 pg aproximadamente) se
corrieron en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes. Los geles separadores se realizaron con una
concentracion de acrilamida-bisacrilamida entre el 10-12% y de
SDS del 0,1%. Las electroforesis se desarrollaron en cubetas Mini
Protean Il (Bio-Rad) a 15-25 mA/gel.

Acabada la electroforesis se realiz6 la electrotransferencia a
una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um (Trans-Blot, 1620113,
Bio-Rad). La inmunodeteccion se llevé a cabo mediante el sistema
ECFTM plus Western Blotting detection system (RPN2132,
Amersham), siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras el
bloqueo de la membrana se incubd con el anticuerpo primario
correspondiente durante un minimo de 2 horas y, después de
varios lavados, con el secundario durante 1 hora. Las
combinaciones de anticuerpos primario y secundario utilizadas se
muestran en la Tabla M.5.
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Tabla M.5. Relacion de acticuerpos primarios y secundarios
utilizados en este trabajo, indicando las diluciones de uso y
procedencia.

Ac 1° Dilucién Procedencia Ac 2° Dilucién Procedencia
1:20000 en TBS Roche 11- 1:25000 en TBS
a-GFP 1x 0,01%(v/v) 814-446- a-mouse 1x 0,01%(v/v) GE Healthcare
Tween 20 001 Tween 20
HA 1:10000 en TBS Roche 11- 1:15000 en TBS
((112CA5) 1x 0,01%(v/v) 583-816- a-mouse 1x 0,01%(v/v) GE Healthcare
Tween 20 001 Tween 20
. 1:10000 en TBS Roche 1:25000 en TBS
a-HA* a-rat GE Healthcare
1x 0,01%(v/v) 1867-423 1x 0,01%(v/v)
(3F10) HRPL NA935V
Tween 20 Tween 20
1:10000 en PBS Roche Alexa 1:25000 en PBS
a-HA Molecular
1x BSA 1867-423 Fluor 1x BSA 0,5%
(3F10) Probes
0,5%(v/Vv) 546 (v/v)
) 1:10000 en TBS
Anti- 1:1000 en TBS Cell
. . 1x 0,1%(v/v)
fosfo 1x 0,1%(v/v) Signalling . GE Healthcare
a-rabbit  Tween 20
p38 Tween 20 Technology NA934

5%(p/v) Leche

MAPK 5%(p/v) BSA 9211
en polvo no grasa

1:10000 en
1:25000 en TBS
o- TBS 1x Serotec a-rat GE Healthcare
. 1x 0,01%(v/v)
tubulina  0,01%(v/v) MCA785 HRPL NA935V
Tween 20
Tween 20
Anti-
1:10000 en
Mex67 GE
TBS 1x
o- Healthcare
. 0,01%(v/v)
rabbit NA934
Tween 20

*2

Tampoén TBS (Tris-HCI 20mM (pH 8,0), NaCl 0,5M)

Tampon PBS (NaCl 150mM, Na,PO4 40mM, NaH,PO, 10mM)

*1 Esta combinacién de anticuerpos se utiliz6 para los experimentos de
inmunodetecciéon que se describiran posteriormente

*2 En este caso no se requeria un anticuerpo secundario adicional
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2.11.4. Electroforesis bidimensional analitica en gel de
poliacrilamida. Tecnologia 2D-DIGE

En la Figura M.2 se muestra un esquema general de la
tecnologia 2D-DIGE seguida en este trabajo.

Muastras BY474g: Muestras AyhvOR?w:
Cyio Oyl Estantar internit: Cy2 Oy a CvE

Marcaje:
B0 g muestra + 400 pmoal
Flugrocromo (CvZ, COy3 o OvE)

Mezcla muestras marcadas:
50 pg mueskra BY4742 + 50 pg muaestra Aphr08iw
+ RO pg muestrs estandar interng

| ]

!

Gellr Bl + Aud + f—.. Electroforesis 2-D:
Gel B2+ AL+ e iD:tiras PG 18 om, 3-11 ML
Gel B3+ A2+ 200 12%, Etan Dalt
Geld B+ A8 4

ACy3

Escaneado de Jos geles
{Typhoon Yarisble Mode Imagery:
Cada gel es escaneade para cads una
de las & de los diferentes Auprocromos

Figura M.2. Analisis de la expresion diferencial mediante 2D-DIGE (Two-
Dimensional Difference In-Gel Electrophoresis). Se basa en la visualizacion de dos o
mas mezclas complejas de proteinas marcadas con diferentes colorantes
fluorescentes en un unico gel 2D. Los colorantes Cy3 y Cy5 son utilizados para
marcar la muestra control o tratada, mientras que el colorante Cy2 se emplea para
marcar el estandar interno. Esta metodologia se usa para el analisis diferencial de
proteinas.
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2.11.4.1. Marcaje de proteinas con Cydye DIGE fluor
minimal dyes

Para la realizacion del estudio de proteémica cuantitativa se
utilizaron 4 replicas biolégicas con concentraciones de 5-10
mg/mL, de acuerdo con las recomendaciones para este tipo de
estudios (DeCyder 2D Software User Manual 28-4010-06 AB, GE
Healthcare).

Se mezclaron 50 ug de cada una de las muestras proteicas
que se iban a analizar por DIGE con 400 pmol de fluorocromo (Cy3
0 Cy5) y se incubaron 30 minutos en hielo y en oscuridad. A
continuacion se afiadié 1 uL de una soluciéon de lisina 10 mM para
parar la reaccion. Se mezclé y centrifugé brevemente y se dejo 10
minutos en hielo y en oscuridad. Las muestras marcadas se
procesaron inmediatamente o se guardaron a -80°C en oscuridad,
pudiéndose conservar asi durante 3 meses.

Se repitié el mismo procedimiento para marcar 200 ug del
estandar interno (mezcla equimolecular de todas las muestras
utilizadas en el experimento), pero con el fluorocromo Cy2.

Finalmente, cada muestra marcada con Cy3 se mezcldé con
otra marcada con Cy5 y con 50 ug del estandar interno marcado
con Cy2.

Relacion de muestras marcadas y emparejamientos de los
geles realizados en el apartado 3.1.2 del capitulo 2:

- Gel 1: BY4742.1 (Cy5) — AyhrO87w.4 (Cy3)
- Gel 2: BY4742.2 (Cy5) — AyhrO87w.1 (Cy3)
- Gel 3: BY4742.3 (Cy3) — AyhrO87w.2 (Cy5)
- Gel 4: BY4742.4 (Cy3) — AyhrO87w.3 (Cy5)

2.11.4.2. Primera y segunda dimension
Se afiadié a la mezcla un volumen igual de una solucion

compuesta por urea 8M, tiourea 2M, CHAPS 2% (p/v), DTE 20 mM,
anfolitos (Pharmalyte pH 3-10, Amersham, Pharmacia Biotech) 4%
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(v/v) y trazas de azul de bromofenol (este serad el tampodn de
muestras 2x) y se dejo en hielo durante al menos 10 minutos.

El isoelectroenfoque fue llevado a cabo en un dispositivo
Ettan IPGphor Isoelectric Focusin System (Amersham), utilizando
un gradiente de pH inmovilizado (Bjellgvist y col., 1993). Los
gradientes empleados fueron de pH 3-11 no lineal (Immobiline
DryStrip, 18 cm; Amersham Pharmacia Biotech, tiras IPG).

La rehidratacion de las muestras se realiz6é de la siguiente
manera. Se pipeted el volumen adecuado de tampdén de
rehidratacion (aproximadamente 450 plL) que contenia urea 8M,
tiourea 2M, CHAPS 2% (p/v), DTE 10 mM, anfolitos (Pharmalyte
pH 3-10, Amersham, Pharmacia Biotech) 2% (v/v) y trazas de azul
de bromofenol, en cada hueco reservorio del dispositivo empleado
(Immobiline DryStrip Reswelling Tray) y se eliminaron las
burbujas. Se colocé la tira IPG y se cubrié con liquido de cobertura
PlusOne™ DryStrip Cover Fluid para prevenir la evaporacion y la
cristalizacion de la urea, y se permitio la rehidratacion de dicha tira
IPG a temperatura ambiente durante al menos 10 horas.
Transcurrido este tiempo, las tiras fueron transferidas al IPGphor
Cup Loading Strip Holder eliminando el exceso de liquido de
cobertura.

Se colocaron almohadillas de electrodo himedas tanto en el
extremo acido como en el basico de cada tira de gel, se sujetaron
los electrodos firmemente a las almohadillas y al pocillo de carga
en el extremo acido o basico de la tira de tal manera que quedara
colocado entre los dos electrodos. De esta manera se conseguia
que se formara un buen sello con la tira IPG.

Seguidamente, se afiadieron al menos 4 mL de liquido de
cobertura. Finalmente, se mezclaron las muestras proteicas
marcadas (segun el apartado 2.11.4.1) y se afadié un volumen
igual de tampon de muestra 2x. A través del pocillo se cargaron
entre 80 y 120uL de muestra proteica.

El isoelectroenfoque se llevé a cabo a 15°C con el siguiente
programa: 120 V durante 1 hora, 500 V durante 1 hora, 1000 V en
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gradiente durante 1 hora, y 8000 V durante 6,5 horas. Cada gel
fue sometido a 50 pA durante todo el programa.

Tras el isoelectroenfoque se realiz6 el equilibrado de las
tiras con el fin de volver a solubilizar las proteinas y reducir los
puentes disulfuro; este paso se compone de dos etapas. En la
primera de ellas las tiras se incubaron durante 12 minutos en
agitacion orbital en una solucién compuesta por Tris-HCI 0,1 M pH
6,8, urea 6 M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v), DTE 0,5% (p/v),
para reducir los puentes disulfuro; en la segunda etapa las tiras se
trataron con la solucién compuesta por Tris-HCI 0,1 M pH 6,8, urea
6M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v), iodoacetamida 4,5% (p/v)
durante 5 minutos en agitacion orbital para bloquear y estabilizar
los grupos SH.

La segunda dimension se realizd en geles de poliacrilamida
al 12%, de 1,5 mm de grosor, sin gel concentrador y utilizando
PDA (piperacin di-acrilamida) como agente polimerizante, ya que
consigue mejor resoluciéon y menor bloqueo N-terminal de las
proteinas (Hochstrasser, 1991). Ademas de afiadir el SDS y los
catalizadores, las soluciones fueron desaireadas en bafio de
ultrasonido durante 30 minutos. Los geles fueron preparados dos
dias antes de su uso para conseguir una polimerizacion lo mas
completa posible. La segunda dimensiéon se llevé a cabo en
sistemas verticales de electroforesis (Ettan-Dalt Six, Amersham
Biosciences) a una potencia constante de 2 W/gel a 15°C durante
30 minutos y de 20 W/gel a 15°C durante 4 horas.

2.11.5. Electroforesis bidimensional preparativa en gel
poliacrilamida (2D-PAGE)

En esta modalidad de electroforesis, lo Unico que varia
respecto de la analitica es la cantidad de proteina cargada y el
programa utilizado en la primera dimension. En este caso la
cantidad de proteina de extractos totales cargada fue 2 veces
superior a la analitica, aproximadamente 0,2 mg. Las tiras IPG
utilizadas fueron de pH 3-10 no lineal. El isoelectroenfoque se
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desarrolld6 en un dispositivo IPGphor Isoelectric Focusing System
(Amersham), a una temperatura constante de 15°C y el programa
utilizado constaba de seis pasos: el primero rehidratacion activa a
30V durante 16 h como minimo, el segundo aplicacion de 500 V
durante 1 h, el tercero con 1000 V 1,5 h, el cuarto a 2000 V 1 h, el
quinto a 5000 V en gradiente 4 h y el sexto a 8000 V 11 h. La
intensidad de corriente para cada tira fue de 200 pA durante todo
el programa. La segunda dimension se llevé a cabo en geles de
poliacrilamida al 12%, de 1,5 mm de grosor y sin gel concentrador
(al igual que la analitica).

2.11.6. Tincién de proteinas

Para visualizar las proteinas en los geles se procedié a la
tincion con Comassie coloidal Blue G-250 (Bio-Rad). Tras correr la
segunda dimension y escanear los geles con los diferentes filtros
se hizo un lavado de 5 minutos con agua. Después se fijaron con
una solucién de metanol 50% y acido fosférico 2% durante 3
horas. A continuacién se hicieron 3 lavados de 10 minutos con
agua milliQ y se incubaron 1 hora en un solucidn que contenia
metanol 33% (v/v), sulfato amonico 17% (p/v) y acido fosférico
3% (v/v). Finalmente se afiadi6 5 mL de una disolucion de
Comassie Blue G-250 6,66% (p/v) en metanol y se dejaron los
geles incubando alrededor de 18 horas. Para destefiirlos se
hicieron varios lavados con agua.

2.11.7. Andlisis informatico de los geles

2.11.7.1. Visualizacion de los geles

Una vez terminada la electroforesis bidimensional, los geles
de DIGE se visualizaron en un escaner Typhoon 9400TM (GE
Healthcare) con los filtros CyDye. Para la adquisicion de las

imagenes donde se ven los distintos fluorocromos Cy3, Cy5 y Cy2
se utilizaron las longitudes de onda de excitacion/emision 532
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nm/580 nm, 633 nm/670 nm y 480 nm/520 nm, respectivamente
y un tamafio de pixel de 100 mm. Para recortar las imagenes y
seleccionar el area de interés se utilizé el programa ImageQuant
TL; posteriormente se guardaron para evaluarlas con el programa
DeCyder.

Los geles se tifieron como se ha descrito en el aparatado
11.6 para visualizar y recortar las proteinas de interés para su
identificacion.

2.11.7.2. Analisis de imagen

El programa DeCyder 2D Sofware (version 6.5, GE
Healtcare) nos permite realizar un andlisis estadistico de los geles
bidimensionales obtenidos mediante el sistema DIGE. Comprende
cuatro médulos:

DIA (Differential In gel Analysis), donde las manchas
proteicas son detectadas y cuantificadas en la serie de imagenes
de un mismo gel bidimensional (imagen del estandar interno e
imagenes de las muestras experimentales). Como caracteristica
del programa se incluye la eliminaciéon del fondo, la normalizacion
“en gel” de las sefiales correspondientes a la relacion Cy3/Cy5 con
la sefial del estandar interno Cy2 asi como la eliminacién de
cualquier artefacto presente en el gel. Los algoritmos del DIA
detectan las manchas proteicas en una imagen acumulada
derivada de la uniéon de las multiples imagenes de un mismo gel.
Este método de co-deteccidon asegura que todas las manchas estén
representadas en todas las imagenes.

El moédulo DIA expresa los valores de la cuantificacion como
una relacién, indicando los cambios en la abundancia proteica por
comparacion directa de las manchas correspondientes. Una vez
que se ha analizado todo lo anterior en el médulo DIA, los datos de
las manchas proteicas pueden ser utilizados en el siguiente médulo
(BVA) para los estudios de cuantificacion inter-gel.
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BVA (Biological Variation Analysis), donde se emparejan las
multiples imagenes de los geles bidimensionales para proporcionar
datos estadisticos de los diferentes niveles de abundancia proteica
entre los grupos considerados. Las imagenes son emparejadas con
una Unica imagen master (imagen que consideramos como
referencia), identificando manchas proteicas comunes entre los
geles.

Las condiciones para establecer una proteina como
diferencial fueron que estuviera presente como minimo en 9 de los
12 geles procesados y que tuviera una variacion de expresion
minima de 1,3 % de volumen, con una probabilidad del 95%.

Batch Processor. Ejecuta ambos moddulos (DIA y BVA),
realizando la codeteccion automatica de manchas proteicas y el
emparejamiento inter-gel de las multiples imagenes de los geles.

XML Toolbox. Los datos generados en los diferentes
modulos del programa son exportados utilizando un formato de
archivo XML comun, de tal manera que es muy facil transferir
datos entre los diferentes moédulos.

Una vez detectadas las manchas de expresion diferencial,
se recortaron del gel tefiido con Coomassie y se identificaron por
espectrometria de masas de tipo MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF
como se explica a continuacion.

2.11.7.3. Andlisis multivariante

Para las muestras analizadas mediante DIGE, se llevo a
cabo un analisis multivariante utilizando el moédulo EDA. Se
selecciond como subgrupo para este analisis aquellas proteinas
diferenciales con una variacion de la abundancia de + 1,3 ANOVA
p<0,05). El analisis de componentes principales (PCA) se realiz6
utilizando un método no linear e iterativo de minimos cuadrados
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parciales. Para el andlisis jerarquico de grupos (HCA) se utilizé el
método de Pearson para el calculo de las distancias.

2.11.8. Identificacion de proteinas mediante espectrometria
de masas

La digestion e identificacion de proteinas mediante
espectrometria de masas se llevo a cabo en la Unidad de
Protedbmica de la Universidad Complutense y el Parque Cientifico
de Madrid (Laboratorio perteneciente a ProteoRed)

2.11.8.1. Preparacion de la muestra. Destefido, reduccion,
alquilacion, digestion proteolitica y extraccion de péptidos de geles
de poliacrilamida

Las manchas proteicas fueron cortadas de los geles
bidimensionales manualmente con puntas de pipeta recortadas y
transferidas a una placa multipocillo, en cada uno de cuyos pocillos
se habia afiadido un volumen aproximado de 50 pul de agua MilliQ.
Asi preparadas, las manchas se conservaron a 4°C hasta su
analisis.

Las manchas proteicas del gel fueron destefiidas segun el
protocolo descrito por Gharahdaghi y col. (1999). Los trozos de gel
fueron deshidratados con acetonitrilo al 100% durante 5 minutos y
secados al vacio en una centrifuga Speed-Vac (Savant) 10-15
minutos. Este tratamiento deshidrata los fragmentos del gel,
permitiendo que absorba mejor el siguiente reactivo que vayamos
a afadir, de manera que éste alcanzase la totalidad de la mancha
proteica, aumentando asi la eficacia de las reacciones. A
continuacion se afiadieron 20 pL de una solucion 10 mM de DTT en
bicarbonato aménico 25 mM y se incubaron las muestras a 56°C
durante 30 minutos con agitacion suave. Este tratamiento reduce
los grupos disulfuro de las proteinas.

Se lavaron los fragmentos de gel con acetonitrilo (ACN). A
continuacion, para alquilar los grupos previamente reducidos, se
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afladieron 20 pL de iodoacetamida 55 mM (10 mg/mL) en
bicarbonato amoénico 25 mM durante 15 minutos en oscuridad.
Después se realizaron dos lavados con acetonitrilo vy
posteriormente se incubaron las muestras 5 minutos en
bicarbonato amoénico 25 mM, se afiadié un volumen igual de ACN y
se dejé 15 minutos mas a temperatura ambiente. Se retiro el
sobrenadante de los pocillos y se sec6é en Speed-Vac (Savant)
durante 25-30 minutos.

La digestion proteolitica se realizo con tripsina (Roche). Se
afadi6 a cada pocillo 10 uL de una solucién de tripsina de
concentracion 12,5 ng/puL en bicarbonato amoénico 25 mM. El
volumen de solucién de tripsina utilizada permite la rehidratacion
del fragmento de gel. La incubacion se llevé a cabo durante 45
minutos en hielo. Se retird el sobrenadante, se afadié bicarbonato
amonico 25 mM hasta cubrir el gel y se incubd toda la noche a
37°C. Tras la digestion se agité con vortex y se dié un pulso de
centrifuga para pasar el sobrenadante a una nueva placa.

La extraccion de los péptidos se realizd cubriendo el gel con
una solucion de ACN al 50% (v/v) y TFA (&cido trifluoroacetico) al
0,5% (v/v) y sonicando 10 minutos. Tras esta etapa se paso el
sobrenadante a otra placa. Esta operacion se repitid tres veces y
se juntaron los sobrenadantes de cada extraccion. Posteriormente
se realizaron otras tres extracciones con ACN de 10 minutos cada
una, se juntaron todos los sobrenadantes, secandolos a vacio en la
Speed-Vac y se resuspendieron en 5 ml de una solucién de ACN al
50% (v/v) y TFA al 0,1% (Vv/Vv).

2.11.8.2. ldentificacion mediante espectrometria de masas
tipo MALDI-TOF y MALDI- TOF/TOF

Las muestras se dispusieron en una placa de acero
inoxidable recubierta de teflon (para concentrar la muestra) con
96x2 pocillos mediante el siguiente procedimiento. En primer lugar
se aplicd el sobrenadante de la digestion peptidica (1uL por
pocillo), que tras dejarlo secar forma una pelicula sobre la placa.
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Sobre la muestra se afiadi6 la matriz (0,5 uL por pocillo),
compuesta por acido oa-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma) a una
concentracion de 3 mg/ml en ACN: agua al 50% (v/v) (acidificado
con TFA al 0,1% (v/v)). La matriz co-cristaliza con la muestra
formando unos cristales pequefios, compactos y redondeados. Las
muestras asi cargadas se analizaron mediante espectrometria de
masas de tipo MALDI-TOF (Matriz-Assisted Laser Desorption
lonization Time-of Flight) en un espectrometro de masas Voyager
STR-MALDI-TOF (Perseptive Biosystem). La adquisicion de los
espectros, asi como el procesamiento de los mismos, se realizé en
modo reflector de forma manual. Mediante un analisis
bioinformatico, esta huella peptidica se compardé con las huellas
peptidicas tedricas de las proteinas existentes en las bases de
datos.

En los casos en los que la huella peptidica no conducia a
una determinacion clara de la proteina, fue necesario recurrir para
su identificacion al analisis parcial de la secuencia proteica
mediante fragmentacion de péptidos utilizando un espectrometro
de masas tipo MALDI-TOF/TOF (MALDI-tandem time-of-flight mass
spectometer 4700 Proteomics Analyzer) (Applied Biosystems,
Framingham, MA).

Las identificaciones de las proteinas se llevaron a cabo
utilizando varios programas, que son de dominio publico y estan
disponibles en la red (Protein Prospector 4.0.4 (MS-Fit),
MatrixScience (MASCOT) y Prowl (ProFound) (ver direcciones en el
apartado 15)) en una base de datos no redundante que contenia
entradas de SwissProt, TrEMBL y NCBI nr asi como en SGD
(direccion en el aparatado 15), donde se encuentra anotado el
genoma completo de S. cerevisiae. Los parametros utilizados en la
busqueda fueron los siguientes: intervalo de exactitud en la masa
(error) de +/- 50/100 ppm, modificaciones tales como cisteinas
carbamidometiladas y oxidacion de la metionina, como minimo 4
péptidos coincidentes, permitir un corte parcial, peso molecular
restringido (desde 1 hasta 100 kDa), punto isoeléctrico restringido
(3-10) y especie no restringida. Para verificar que los resultados
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obtenidos en las busquedas realizadas con las bases de datos
anteriores eran concluyentes, se consideraron una serie de
parametros, como son el porcentaje de cobertura de la secuencia
tedrica de la proteina (minimo un 20%), el numero de péptidos
experimentales coincidentes con los tedricos y el grado de
confianza/fiabilidad en el resultado (probabilidad de que Ila
identificacion de la proteina sea correcta).

2.11.9. Analisis de la localizacion de proteinas mediante
microscopia de fluorescencia

En el caso de proteinas etiquetadas con GFP, Ila
visualizacion se llevd a cabo directamente en células vivas crecidas
en el medio sintético correspondiente. Para la identificacion de los
nucleos en estas células se llevé a cabo una incubacion previa de
15 minutos a 26°C con 1 uL/mL de cultivo de una solucion 2
mg/mL en agua del reactivo Hoetsch (Invitrogen, Martinez-Poveda
y col., 2008).

En el caso de las etiquetas con HA, se procedié a la
localizacion mediante inmunofluorescencia indirecta, utilizando el
método descrito por Queralt e Igual (2003) con pequefias
modificaciones. Se recogieron 108 células del cultivo de interés y
se fijaron en tampén A (KH,PO, 100 mM pH 6,4, MgCl, 0,5 mM)
conteniendo formaldehido 3,7% (v/v) durante 2 horas a 30°C o0 16
horas a 4°C. A continuacion se lavaron con tampén A y con
tampon B, de composicion idéntica a la del tampén A pero con
sorbitol 1,2 M. Para obtener proplastos, las células se incubaron en
este mismo tampon pero con B-mercaptoetanol 0,1% (v/v) y 200
pg/mL de Zimoliasa 20T (USBiological) durante 20-40 minutos a
37°C con agitacion. Tras lavar cuidadosamente los protoplastos en
tampon B y resuspenderlos en 200 pL de dicho tampén, se
distribuyeron alicuotas de 5-10 pL en pocillos de un porta
previamente incubados en 5 uL de poli-L-Lisina 0,1% (p/v). En
este porta, tras un lavado de 3 minutos en metanol a -20°C y de
10 segundos en acetona a -20°C, se trataron las muestras de
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forma sucesiva, y siempre en una camara humeda, con las
siguientes soluciones. En primer lugar se incubaron durante 30
minutos a 4°C en solucion bloqueante PBS-BSA 0,5% (descrita en
el apartado 11.9). Después se afadié 8 uL de una solucién de 0,4
pg/mL del anticuerpo primario anti-HA High Affinity 3F10 (Roche),
en la que se mantuvieron las muestras durante 2 horas a 4°C.
Tras varios lavados con PBS-BSA se procedidé a una incubacion de
1 hora a 4°C con una dilucion 1:500 del anticuerpo secundario
Alexa Fluor 546 anti-rat 1gG (Molecular Probes). Después de lavar
los protoplastos se procedié a la tincion con DAPI (Sigma) 0,1
pg/mL en PBS durante 2 minutos. Finalmente se afiadio 1 uL de
glicerol 50% (p/v) en cada pocillo y, tras colocar el cubre, se
observd el porta en el microscopio de fluorescencia descrito
anteriormente.

2.12. Determinacién de la actividad arginasa

Para la determinacién de actividad arginasa se siguio el
protocolo descrito por Carrasco y col. (2003). Se trata de una
cinética enzimatica en la cual la arginina afiadida se convierte en
ornitina por la acciéon de la arginasa y a través de una reaccion
indirecta de la ornitina con la ninhidrina se obtiene un producto
coloreado del que podemos medir la absorbancia. Existe una
relacion equimolar a partir de la cual, y junto con la ley de
Lambert-Beer, se puede calcular los moles de ornitina formados vy,
por tanto, la actividad arginasa.

Se utilizé alrededor de 25 pg de proteina total (obtenida
segun se ha descrito en el apartado 2.11.1), siendo el volumen
maximo a ensayar de 125 uL. Se realizaron diferentes controles: el
blanco de reactivos, un blanco por cada muestra, asi como un
patréon de ornitina (1 mM).

A cada una de las muestras (125 plL), al blanco de muestras
y al tubo correspondiente al patron de ornitina se afiadi6 como
disolucién activadora 125 uL de MnCl, 10 mM. Se incubaron todos
los tubos durante 20 minutos a 55°C y después se dejaron enfriar
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a temperatura ambiente durante 4 minutos, para posteriormente
incubar a 37°C. En este momento se afiadié 125 uL del patron de
ornitina al tubo correspondiente y 125 uL del tampdn de extraccion
de las proteinas al blanco de reactivos.

Seguidamente se afiadié a cada uno de los tubos 750 pL de
tampon carbonato 0.1 M pH 9,5 previamente atemperado a 37°C.
También se adicionaron 250 uL de una disolucién de arginina 0,1 M
(pH 9,5) a todas las muestras, excepto a las correspondientes al
blanco de muestra.

Se tomaron alicuotas de 187,7 uL de cada tubo de reaccion
a 3, 6 y 9 minutos y se afiadieron a tubos que ya contenian
562,3 uL de acido acético glacial, para parar la reaccion. De las
alicuotas de los controles de muestra se tomaron a punto final, es
decir, a los 9 minutos 150 uL, a los que posteriormente se afiadi6
37,7 uL de la disolucién de arginina. Del blanco de reactivos y del
patréon de ornitina se tomaron 187,7 uL también a tiempo final.

Finalmente se afiadi6 a todos los tubos 187,7 uL de
disoluciéon de ninhidrina (140 mM en una mezcla formada por 60%
de acido acético glacial y 40% de acido fosférico), y se incubaron
durante 30 minutos a 100°C. Se dejaron enfriar en hielo y se
midio la absorbancia a 515nm frente al blanco de reactivos.

Para calcular los moles de ornitina producidos se empled la
siguiente féormula:

(Asis(muestra) - Asis(blanco de muestra)

— . -5
mmoles = 6,25-10 (ug proteina - Asis(ornitina))

Por ultimo, se representé los valores de moles de ornitina
formados frente al tiempo para obtener asi la actividad arginasa.

2.13. Determinacién de metabolitos

2.13.1. AzuUcares reductores

El método empleado se basa en el ensayo colorimétrico
descrito por Robyt y Whelan (1972).
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Se realizaron diluciones de las soluciones problema de
azucares en un volumen final de 250 uL y se afadieron 250 uL de
reactivo DNS (acido 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 midié la absorbancia a 540 nm de una dilucién 1/6 en
agua destilada. La concentracion de azlcares reductores se calculd
interpolando en la recta patron de glucosa a partir del valor de
absorbancia de cada muestra.

2.13.2. Etanol

La determinacion del etanol producido durante Ila
vinificacion se llevé a cabo también mediante ensayo colorimétrico
segun lo descrito por otros autores (Cornell y Veech, 1983). Este
método se basa en la cuantificacion de la producciéon de NADH
gracias a la reaccion de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH,
Sigma) en presencia de NAD" con el etanol que se pretende
valorar.

Se afadieron 100 pL de una dilucion apropiada de la
muestra en agua destilada a 500 pL de un tampon Tris-Glicina de
pH 9,7 (Glicina 0,2 M, Tris 0,3 M). Seguidamente se adicionaron
20 pL de una disolucion de NAD* 50 mM y por dltimo 10 pL de
ADH 4 mg/mL. Tras una incubacion de 15 minutos a temperatura
ambiente se ley6 la absorbancia a 340 nm lo que supone una
medida del NADH producido (¥ NADH a 340 nm = 6220). A partir
de la estequiométrica de la reaccion (en este caso 1:1), se calcula
el etanol producido.

2.13.3. Nitrégeno asimilable

Se utilizé el método del formol (Levy, 1933), que es valido
para medir nitrégeno aminico y amonico, dado que el grupo amino
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y el amonio reaccionan con formaldehido. Como la prolina no
posee el grupo amino libre no puede ser valorada por este método
y, COmMmo no es un compuesto asimilable por la levadura, en
condiciones fermentativas, podemos decir que el método nos
proporciona la cantidad de nitrégeno asimilable. Para esta
determinacion se tomaron 10 mL del sobrenadante de muestras de
vinificacion y se llevaron a pH 8 con NaOH. Seguidamente se
afadiéo 1 mL de formaldehido 35% ajustado también a pH 8,0, se
agito y, tras esperar 5 minutos, se determiné el volumen de NaOH
50 mM que era necesario para recuperar el pH 8,0. Multiplicando
los mL de NaOH utilizados en la valoracion por 50 (concentracion
de NaOH utilizada) y dividiendo por el volumen de muestra se
obtiene la concentracion mM de nitrégeno asimilable de la muestra
original.

2.13.4. Amonio

Para la valoracion del amonio se utilizé el kit Boehringer
Mannheim Ammonia UV method (Roche, Ref. 11 112 732 035),
basado en la reaccién entre el amonio con el 2-oxoglutarato en
presencia de glutamato dehidrogenasa (GIDH) y NADH.

La cantidad de NADH oxidado presenta una relacién 1:1 con
la cantidad de amonio consumida. La concentracion de NADH se
puede determinar por medidas de absorbancia a 340nm. La
relacion equimolar entre amonio y NADH durante la reaccion de la
glutamato deshidrogenasa permite determinar asi los niveles de
amonio.

2.13.5. Glicerol intracelular

La concentracion intracelular de glicerol se llevé a cabo
siguiendo el protocolo descrito por Iwaki y col (1999). Las
muestras para las medidas de glicerol se obtuvieron al
resuspender las células en 500 uL de agua y 500 uL de perlas de
vidrio y agitar en el vortex durante 10 minutos a 4°C. Tras
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centrifugar a 10400 rpm durante 20 minutos a 4°C, se recogi6 el
sobrenadante, al que se afiadié 500 uL de agua, y se separ6 una
alicuota de 100 pL para la valoracion de proteinas. El resto de la
muestra se hirvié durante 10 minutos y se volvié a centrifugar en
las mismas condiciones para recoger a continuacion el
sobrenadante.

Para la valoracion de glicerol se utilizé el kit Boehringer
Mannheim Glyerol UV method (Roche, Ref. 10 148 270 035),
basado en tres reacciones consecutivas que permiten relacionar
estequiométricamente la cantidad de glicerol presente en la
muestra con la de NADH que es oxidado en la dltima de las
reacciones. La disminucion de NADH presente en la solucién se
determiné mediante la variacion de la absorbancia a 340 nm.

2.14. Métodos de extraccién y analisis de compuestos
volatiles

2.14.1. Extraccion de compuestos volatiles

Para el analisis de los compuestos volatiles se realiz6 una
extraccion liquido-liquido con un disolvente organico, teniendo en
cuenta los protocolos de Llauradé y col. (2005), Beltran y col.,
(2005) y Fernandez de Simén y col. (2003). Se utilizaron 10,5 mL
de muestra a punto final de la vinificacion, después de centrifugar
3 minutos a 2500 rpm para eliminar las células de levadura.

A estos 10,5 mL de muestra se le afiadié 2,1 g de NacCl,
100 uL de &cido fosférico (Panreac) al 33% (v/v), 40 uL de 2-
heptanona (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 15 g/L (como
patréon interno) y 600 puL de trifluorotricloroetano. Esta disolucion
se agitdé durante 10 minutos en un agitador magnético con una
potencia 5-6. Se centrifugd durante 3 minutos a 2800 rpm para
separar las fases y se recogio la fase organica. Posteriormente se
realizaron dos extracciones mas, pero solo se afiadié en cada una
de ellas 400 uL de disolvente de extraccion. Todas las fases
organicas se juntaron finalmente en el mismo tubo. El proceso se
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realizd a 4°C para evitar las posibles pérdidas de los compuestos
volatiles a estudiar, ya que estos presentan puntos de ebullicién
relativamente bajos. Sobre las fases organicas recogidas se afiadio
una bolita de CaCl, para absorber las trazas de agua que pudieran
quedar.

2.14.2. Andlisis de compuestos volatiles

Se seleccionaron varios compuestos determinantes de las
propiedades organolépticas del vino para determinar sus niveles en
el producto final de algunas vinificaciones: alcohol isoamilico,
alcohol isobutilico, 2-feniletilalcohol, acetato de etilo, acetato de
isoamilo, acetato de isobutilo y acetato de 2-feniletilo.

Se prepar6 una disolucion patron que contenia estos
compuestos en concentraciones definidas: acetato de etilo 12 g/L,
2-feniletilalcohol 10 g/L, acetato de isoamilo 10 g/L, acetato de 2-
feniletilo 10 g/L, acetato de isobutilo 15 g/L, alcohol isobutilico
(Panreac) 15 g/L, alcohol isoamilico (Prolabo) 15 g/L y 2-
heptanona 15 g/L (como patrén interno) en etanol (Panreac) al
12% (v/v) y se extrajeron del mismo modo que las muestras de la
fermentacion.

El andlisis de los niveles de estos compuestos se llevd a
cabo en el Servei d’Espectrometria de masses, perteneciente al
Servei Central de Suport a la Investigacié (SCSIE) de la Universitat
de Valéncia.

Se utilizé un GC analitico Hewlett-Packard 4890A conectado
a un integrador Hewlett-Packard 3393A, equipado con un detector
de ionizacién de llama de Agilent. Se inyecté 2 uL de cada una de
las muestras en modo “splitless” en una columna FFAP-HP de 30 m
X 0.25 mm y un espesor de fases de 0,25 mm (Agilent). El
programa de temperatura que se utilizé fue: 10 minutos iniciales
a 40°C, una curva de temperatura hasta 240°C con una rampa de
5°C/minuto, manteniendo 10 minutos mas la temperatura a
240°C. El gas conductor fue helio a 1 mL/minuto
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2.15 Andlisis estadistico de los datos

La significatividad estadistica de los resultados numéricos
se realiz6 mediante un test t de student de una cola con 2 grados
de libertad (3 muestras), considerando significativos los datos
cuando el resultado era un valor de p (p-value) menor o igual a
0.05 y el estadistico t no superaba los valores limites para
considerar el test como correcto. Para dicho analisis se utilizo la
funcion correspondiente en el programa Excel (Paquete Microsoft
Office). En los estudios sobre la implicacion de factores
transcripcionales en la regulacion de genes diferencialmente
expresados (Capitulo 1) la probabilidad que la representacion de
cada factor ocurriera por casualidad se analiz6 mediante la
distribucion hipergeométrica (Cleveland, 1979) del mismo
programa.

En algunos experimentos el andlisis estadistico se llevo a
cabo utilizando la herramienta ANOVA con un nivel de significacion
de P < 0.05 con el programa STATPLUS 2006 PROFESSIONAL
3.7.1.

2.16. Bases de datos utilizadas

Para los diferentes analisis realizados tanto para los
resultados obtenidos de las micromatrices como de los geles
bidimensionales se utilizaron diferentes paquetes estadisticos o
programas de acceso publico. A continuacion se detalla un listado
de todos ellos.

- GO term finder: http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/
goTermFinder.pl

- FuncAssociate: http://llama.med.havard.edu/cqgi/func/
funcassociate

- Gene CoDis 2.0: http://genecodis.dacya.ucm.es/
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- Funcspect: http://funspec.med.utoronto.ca/

- Protein Prospector 4.0.4: http://www.prospector.ucsf.edu
(MS-Fit)

- MatrixScience: http://www.matrixscience.com (MASCQOT)

- Prowl: http://prowl.rockefeller.edu/cgi-bin/ProFound
(ProFound)

- Yeastract: http://www.yeastract.com/

- Saccharomyces genome database (SGD):
http://www.yeastgenome.org
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CAPITULO 1

Estudio de la respuesta de la levadura Saccharomyces
cerevisiae frente al estrés causado por deficiencias de
nitrégeno

Los mostos naturales contienen fuentes de carbono
(mayoritariamente glucosa y fructosa) y también de nitrégeno,
azufre y otros elementos quimicos esenciales para su crecimiento.
El nitr6geno es un nutriente importante que desempefia un papel
principal en muchas de las funciones y procesos llevados a cabo
por las levaduras. La composiciéon en nitrégeno de los mostos
afecta al crecimiento y a la velocidad de fermentacion (Bisson,
1991). La cantidad de nitrégeno requerida para una fermentacion
satisfactoria se establecié en 120-140 mg N/L (Bely y col., 1990),
aunque depende tanto de la composicion del mosto como de la
cepa utilizada en cada caso. Para algunas cepas se ha encontrado
valores de 200 (Cantarelli, 1957) o 267 mg N/L (Mendes-Ferreira 'y
col., 2004).

Las deficiencias de nitrogeno pueden conducir a paradas o
retrasos fermentativos (Ingledew y Kunkee, 1985; Bisson, 1999;
Mendes-Ferreira y col., 2004), situaciones indeseables que
conllevan la obtenciéon de vinos con altos contenidos en azlcares,
largos tiempos de vinificacion y riesgos de contaminacion. La
practica habitual en enologia para prevenirlas es la adicion de
amonio en las primeras etapas del proceso, aunque cantidades
excesivas de éste pueden tener consecuencias negativas
(Taillandier y col., 2007; Mendes-Ferreira y col., 2009). Estas
adiciones permiten reducir el tiempo final de la fermentacion,
independientemente del momento de la adicidon, aunque el efecto
es mas significativo cuando el nitrégeno se afiade durante la fase
de crecimiento exponencial (Ayrapaa, 1968; Beltran y col., 2005).

El objetivo principal de este capitulo es analizar el efecto de
la adicion de diferentes fuentes de nitrégeno (amonio, aminoacidos
0 una mezcla de ambos) en condiciones de deficiencia del mismo
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durante la vinificacion, para intentar entender los cambios
metabdlicos que se dan en la adaptaciéon a las nuevas condiciones.
Ademas, se estudia coémo estas adiciones afectan el
comportamiento fermentativo, los niveles finales de diversos
compuestos volatiles, la actividad arginasa y la expresion génica a
nivel global (Jiménez-Marti y col., 2007; Jiménez-Marti y del Olmo,
2008).

Para realizar estos experimentos se utilizé la cepa ICV16 ya
que de acuerdo con la informacién proporcionada por la empresa
que la comercializa (Lallemand Inc.) y con experimentos realizados
previamente en nuestro laboratorio (Zuzuarregui y del Olmo,
2004a) presenta un buen comportamiento fermentativo. Ademas,
conocemos algunos aspectos moleculares de la misma
(Zuzuarregui y del Olmo, 2004b; Zuzuarregui y col., 2006). Estos
analisis se realizaron con mostos sintéticos que presentan una
composicion similar a la del mosto natural, en tubos de 50 mL, sin
agitacion y a 22°C.

1. Comportamiento fermentativo de la cepa vinica comercial ICV16
bajo diferentes condiciones de disponibilidad de nitrégeno

Para llevar a cabo estos estudios se seleccionaron dos tipos
de mostos sintéticos que difieren en su contenido en nitrégeno
asimilable. El mosto MS300 contiene 300 mg de N asimilable/L,
con una proporcidén amonio: aminoacidos de 2:3 y, de acuerdo con
los datos que se han expuesto anteriormente, se puede considerar
rico en nitrégeno, al superar las cantidades minimas requeridas
por diversas cepas. En el mosto MS60 hay 60 mg de N asimilable/L
(en la misma proporcion amonio : aminoacidos que en el caso
anterior), cantidad que podria resultar insuficiente para conseguir
una fermentaciéon completa, de acuerdo con los datos obtenidos
previamente para la cepa T73 (Carrasco y col., 2003), la QA23
(Beltran y col., 2004) y la PYCC4072 (Mendes-Ferreira y col.,
2004). Para analizar el comportamiento fermentativo de esta cepa
en los dos mostos considerados se midieron diferentes parametros
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que nos indican el avance del proceso fermentativo, como son la
densidad Optica a 600 nm (ODegoo), €l consumo de glucosa, de
nitrégeno total y de amonio, y la produccion de etanol.

En la Figura Cl.1 se muestran las gréaficas
correspondientes.
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Figura C1.1. ODeoo (panel A), consumo de azucares (panel B), de amonio (panel
C) y de nitrégeno (panel D) a lo largo de las vinificaciones llevadas a cabo con la
cepa ICV16 en mostos sintéticos con la composicidon y condiciones de crecimiento
descritas en Materiales y Métodos. Las vinificaciones se llevaron a cabo por
triplicado y se muestra en todos los casos la media y la desviacion estandar.

En el panel A se observa el crecimiento de la levadura en
los dos mostos. A partir de las 24 horas ya existe un retraso en el
crecimiento de la cepa ICV16 en el medio MS60.

El consumo de glucosa se considera un buen indicador del
avance del proceso de vinificacion. EI mismo retraso que se
observa en el crecimiento en mosto MS60 se puede detectar en el
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consumo de azucares (panel B), que es mas lento y no llega a
completarse (la concentracion de azlcares residuales es de
aproximadamente de 12 g/L a las 670 h).

El etanol es otro metabolito interesante de analizar porque
es un indicativo del grado de metabolizaciéon de los azUcares
presentes en el mosto. En la Tabla Cl.1 se presentan las
concentraciones finales de etanol en estas vinificaciones. Como es
esperable a partir de los datos de consumo de azucares, la
vinificacion en MS300 es la que proporciona el producto de mayor
graduacion.

Tabla C1.1. Concentraciones de etanol en el producto final. Se
muestra el valor medio y la desviacion estandar de tres muestras
independientes.

MS300 MS60
[Etanol] (g/100mL) 13,10 + 0,39 11,30 + 0,11

En el panel C de la Figura C1.1. se observa que el amonio
se ha consumido casi por completo a las 24 horas en la vinificacién
en MS60, mientras que en el caso de la vinificacion en MS300 se
agota alrededor de las 100-120 horas.

El consumo de nitrégeno asimilable esta representado en el
panel D. En el caso de MS60 el nitrégeno se agota casi por
completo a las 72 horas del momento de la inoculacion (en este
punto queda alrededor de 5,25 mg/L). En cambio, para la
vinificacion llevada a cabo con MS300, el nitrégeno no se termina
de consumir y al final de la vinificacion quedan concentraciones de
alrededor de 45 mg/L.

A la vista de estos resultados podemos concluir que el
mosto sintético MS60 es un medio limitante para el crecimiento de
la levadura ICV16 bajo estas condiciones de fermentacion vinica.
Nos planteamos a continuacion realizar, en vinificaciones llevadas
a cabo en este mosto, suplementaciones de 240 mg de N
asimilable/L para reestablecer asi los valores presentes en la
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vinificacion que se llevaba a cabo con el mosto sintético MS300. Se
consideraron tres adiciones diferentes en funcidon de las fuentes
nitrogenadas utilizadas en cada caso. Una de ellas (A) se hizo con
NH,CI, es decir, introduciendo so6lo amonio como fuente de
nitrogeno; en la segunda (AA) se afiadié una mezcla de todos los
aminoéacidos (a partir de la misma solucion madre utilizada para
preparar el mosto sintético) y en la ultima (AAA) se adicion6é una
mezcla de ambas fuentes nitrogenadas en la misma proporciéon en
la que se encuentran en el mosto sintético, es decir, 60% de NH,CI
y 40% de aminoacidos (AAA). El momento que se escogid para
hacer las adiciones fue aquél en el que se agotaba el nitrégeno en
la fermentacion llevada a cabo con MS60, que se estimé en 72
horas, como se ha comentado anteriormente, por cuantificacion de
las concentraciones de amonio y de nitrégeno total en esta
vinificacion (Figura C1.1, paneles C y D).

En la Figura C1.2 se muestran los resultados obtenidos tras
las diferentes adiciones de nitrogeno a la vinificacion limitante.

En el panel A se puede observar que en los diferentes tipos
de adiciones se recuperan los valores de densidad Optica
alcanzados en el mosto MS300. Ademas, de acuerdo con los datos
de consumo de azucares (panel B) todas las vinificaciones con
adicion son capaces de terminar el proceso fermentativo en el
mismo tiempo que la vinificacion control. El consumo de azucares
es mas lento cuando se adiciona solamente amonio, con
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para la
mayoria de los tiempos considerados.
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En correlacién con estos datos, se detectan concentraciones
de etanol en el producto final muy similares, aunque algo
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Figura C1.2. ODeoo (panel A), consumo de azucares (panel B), de amonio (panel C)
y de nitrégeno (panel D) a lo largo de las vinificaciones llevadas a cabo con la cepa
ICV16 en mostos sintéticos con la composicion y condiciones de crecimiento
descritas en Materiales y Métodos. Las flechas indican el momento en que se
realizaron las diferentes adiciones. Las vinificaciones se llevaron a cabo por
triplicado y se muestra la media y la desviacion estandar.

inferiores, a las detectadas en las vinificaciones llevadas a cabo en
MS300; estos valores se pueden observar en la Tabla C1.2.
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Tabla C1.2. Concentraciones de etanol en el producto final. Se
muestra el valor medio y la desviacién estandar de tres muestras
independientes.

MS300 A AA AAA
[Etanol] 13,10 12,28 12,36 12,62
(g/100mL) + 0,39 +0,08 +0,06 +0,18

En el caso de las adiciones en las que se incluye amonio
como fuente nitrogenada (A y AAA), éste no termina de
consumirse (panel C). Para la vinificacion A los niveles de amonio
finales estan al mismo nivel que los de nitrogeno total asimilable
observados en la vinificacion control (panel D). En este panel se
observa, ademas, que tras todas las adiciones hay un aumento del
consumo de nitrégeno; a pesar de ello, quedan, finalmente,
cantidades residuales muy similares a las obtenidas en la
vinificacion control en MS300.

Todos estos datos permiten concluir la efectividad de las
adiciones de nitrégeno en las condiciones llevadas a cabo en este
trabajo.

2. Evolucion de la actividad arginasa durante la vinificacion

El andlisis de la actividad arginasa resulta muy Uutil para la
deteccion de limitaciones de nitrégeno, porque responde a la
movilizacién de la arginina desde la vacuola en estas condiciones
(Whitney y Magasanik, 1973; Sumrada y Cooper, 1982). Ademas,
trabajos anteriores llevados a cabo en nuestro laboratorio ya
indicaban que esta actividad es un marcador de la limitacion de
nitrégeno durante el proceso de fermentacion alcohdlica (Carrasco
y col., 2003). Analizamos esta actividad enziméatica bajo todas las
condiciones de crecimiento comentadas en el apartado anterior
con la intencibn de lograr un mejor conocimiento de los
mecanismos fisioldgicos en la situacion de limitacion de nitrégeno
y en las diferentes adiciones. En la Figura C1.3 se muestran los
resultados obtenidos en todos los tipos de vinificaciones realizadas.
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Figura C1.3. Perfil de la actividad arginasa a lo largo de la vinificacion. En el panel
A se muestra el comportamiento para la vinificacion llevada a cabo con MS300 y
con MS60, con los valores medios y la desviacién estandar de tres experimentos
independientes. En el panel B se incluyen los datos de esta misma actividad para
las tres adiciones realizadas: A (amonio), AA (aminoacidos) y AAA (amonio y
aminoacidos). La actividad arginasa se midié como se ha descrito en Materiales y
Métodos.

En las vinificaciones realizadas con MS300 se encuentran
pocas variaciones en la actividad a lo largo del proceso; solo es
destacable un ligero aumento centrado alrededor de 60-72 horas
coincidiendo con el decrecimiento de los niveles de amonio en el
medio. Cuando la vinificacion es llevada a cabo con MS60 aparecen
dos picos de induccién: el primero, minoritario, alrededor de las 24
horas, momento en que se agota el amonio del mosto, y el
segundo, que es mucho mas destacado y mantenido, alrededor de
72 horas, respondiendo a la completa falta de nitrégeno del medio.
Por este motivo, este incremento podria considerarse como un
marcador de la limitacion de nitrégeno.

Cuando se realizan las adiciones se observa una disminucion
de esta actividad en todos los casos alrededor de las 76 horas, 4
horas después del momento de la adicién; sin embargo, esta
disminucion es mas marcada en el caso de la vinificacion en la que
se ha afadido amonio (A) o la mezcla de amonio y aminoéacidos
(AAA), que en la vinificacion en la que so6lo se ha adicionado
aminoacidos (AA). Estos resultados son consistentes con los
mecanismos de represion por catabolito de nitrégeno comentados
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en la introduccién. A lo largo del resto de la vinificacion, la
actividad arginasa se mantiene relativamente estable en todas las
adiciones, como podemos ver en la Figura C1.3 y en otros datos
no mostrados, de acuerdo con la disponibilidad de nitrégeno
durante todo el proceso (véase la Figura Cl1.2, panel C y D), al
menos en nuestras condiciones experimentales.

Nos planteamos determinar del mismo modo la actividad
arginasa en una vinificacion llevada a cabo en un mosto natural.
Para ello se recurrié a un mosto de denominacion Macabeo que
contenia 115 mg de N asimilable/L. Estas vinificaciones, a
diferencia de las anteriores, se realizaron con agitacion suave para
conseguir un consumo mas rapido del nitrégeno. Se recurrié en
este caso a un solo tipo de adiciéon, la de amonio, porque, como
hemos observado en la Figura C1.3, es la que determina un
cambio mas pronunciado en el perfil de la actividad arginasa
cuando se compara con las otras adiciones; ademas, como se ha
comentado en la introduccion, la practica habitual en las bodegas
para prevenir las limitaciones de nitrégeno es la suplementacion
con sales de amonio.

Los resultados obtenidos, tanto para algunos de los
parametros de la vinificacibn como para la actividad arginasa, se
muestran en la Figura C1.4.

En el panel A se observa que el consumo de azucares en la
vinificacion se completa practicamente durante las primeras 220 h;
el tiempo es menor que en las vinificaciones anteriores por la
introduccion de agitacion. Este dato indica que no existen
problemas fermentativos y, por tanto, los niveles de nitrégeno
presentes en este mosto no serian limitantes para esta cepa en
estas condiciones. En cualquier caso, de acuerdo con los datos
mostrados en el panel B, el nitrégeno asimilable se agota
alrededor de las 100 h, momento en el cual el valor detectado es
de 8,6 mg de N/L. Por este motivo se seleccion6 este tiempo para
llevar a cabo la adicion de amonio. Se observan entonces
pequefias diferencias en el consumo de azlUcares en la
comparacion con la vinificacion control (panel A) y que el nitrégeno
afiadido no es totalmente consumido por la levadura (panel B).
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Figura C1.4. Consumo de azucares (panel A), consumo de nitrégeno (panel B) y
perfil de la actividad arginasa (panel C) a lo largo de la vinificaciéon llevada a cabo
con mosto Macabeo y para la misma vinificaciéon con adiciéon de amonio a las 100
horas (indicado con una flecha). Se representan los valores medios y la desviacion
estandar de tres experimentos independientes. La actividad arginasa se midié como
se ha descrito en Materiales y Métodos.

En estas vinificaciones con mosto natural se detectan
nuevamente (panel C) los picos de induccién de la actividad
arginasa encontrados en la vinificacion limitante en mosto
sintético, pudiéndose corresponder con el consumo total de
amonio (alrededor de las 48 horas) y con el total de nitrégeno
asimilable (a las 100 horas), si bien, a diferencia de lo que ocurre
en el mosto sintético, el primer pico es mas destacado que el
segundo. El perfil de la actividad no varia rapidamente tras la
adicion de amonio; sin embargo, finalmente, los valores de la

139



Resultados

misma son menores tras la adicion, sugiriendo una respuesta mas
lenta que la observada en los mostos sintéticos.

3. Expresion génica en vinificaciones llevadas a cabo bajo
condiciones de limitacion y adicion de nitrégeno

En este apartado se estudio la expresion de diversos genes
en las condiciones de vinificaciéon consideradas mediante analisis
Northern. Los oligonucledtidos con que se obtuvieron las sondas
para realizar los experimentos se encuentran descritos en la Tabla
M.2 del apartado de Materiales y Métodos. Este analisis se plante6
para entender la respuesta molecular de las levaduras en
diferentes condiciones de disponibilidad de nitrégeno, asi como
para identificar genes marcadores de limitacion del mismo.

Dada la variedad de condiciones adversas que tienen lugar
durante el crecimiento de la levadura en la vinificacion, algunos de
los genes que se eligieron estan relacionados con la respuesta a
estrés (SPI1, ACAl y ERG10). También se seleccionaron varios
genes implicados en el metabolismo del nitrégeno (GDH1 y GAD1).
Por dltimo, se considerd la expresion del gen glicolitico TDH3,
porqgue se ha observado que los niveles de la proteina codificada
por este gen disminuyen, de forma dependiente del factor
transcripcional Gcn4p, en respuesta al agotamiento de
aminoacidos (Yin y col., 2004).

Todos los datos de las vinificaciones control (MS300) y
limitante (MS60) han sido normalizados teniendo en cuenta los
resultados obtenidos para cada una de las muestras después de
hibridar con una sonda correspondiente a rDNA 25S. En ambos
casos se han obtenido valores relativos con respecto a los de la
vinificacion control a las 24 horas, momento de crecimiento
exponencial. En el caso de las adiciones los valores calculados son
relativos al obtenido en la limitante a las 72 horas, momento en el
que se agota el amonio y tienen lugar las suplementaciones con
nitrégeno. Esta forma de mostrar los resultados permite comparar
por un lado las diferencias relacionadas con la limitacion de
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nitrégeno y por otro lado entender el efecto de la adicién de las
diferentes fuentes nitrogenadas.

3.1. Genes relacionados con estrés

El primer gen relacionado con estrés que se ha considerado
es el ACAL. Este gen esta inducido por limitacion de nitrégeno en
cepas y condiciones de laboratorio, de acuerdo con el andlisis de
expresion global llevado a cabo por Gasch y col. (2000). Codifica
un activador importante de la utilizacién de las fuentes de carbono
en S. cerevisiae (Garcia-Gimeno y Struhl, 2000).

Como se puede observar en la Figura C1.5 (panel A), los
niveles de mRNA de este gen son mayores en MS60 que en MS300
practicamente durante toda la vinificacion.
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Figura C1.5. Patrén de expresion del gen ACAl durante las vinificaciones
consideradas en este trabajo. Las gréaficas representan los niveles de mRNA
cuantificados a partir del analisis Northern y normalizados segun se describe en el
texto. Se analizaron tres cultivos independientes y se muestran el valor medio y la
desviacion estandar obtenidos.

Se detecta un marcado incremento en la expresion de ACA1l
en MS60 alrededor de las 72 horas, momento coincidente con el
agotamiento de nitrogeno en esta vinificacion, seguido de un
progresivo decaimiento. Sin embargo, para la vinificacion llevada a
cabo con MS300, donde el nitrégeno no se consume
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completamente, la expresibn de este gen muestra menor
variabilidad.

En todos los casos las adiciones (panel B) resultan en una
reduccion de entre 2,5-7 veces (dependiendo del tiempo que
consideremos) con respecto a los niveles encontrados a las 72
horas en MS60. A 264 horas se observa un incremento en los
niveles de expresion de este gen, siendo estos en todos los casos
menores a los encontrados en el medio MS60 en el momento del
agotamiento del nitrégeno.

Estos resultados indican que el gen ACAl podria
considerarse como marcador de limitacién de nitrogeno durante la
vinificacion. En concordancia con estos resultados, se ha descrito
que, en experimentos llevados a cabo con la cepa VIN13 en mosto
Riesling, la adicién de nitrogeno, en forma de fosfato diamonico,
cuando ya se ha consumido el 30% de los azlcares y quedan 51
mg/L de nitrogeno también resulta en una represion de la
expresion de este gen (Marks y col., 2003).

El gen ERG10 participa en la biosintesis del ergosterol,
proceso dependiente de oxigeno relacionado con el
comportamiento fermentativo y la resistencia a etanol (Chi y
Arneborg, 1999). Este gen codifica la acetoacetil-CoA tiolasa,
involucrada en el primer paso de la biosintesis del mevalonato,
algunos de cuyos derivados estan relacionados con el aroma.

La expresion de este gen (Figura C1.6, panel A) decrece
durante las primeras horas de fermentacion, tanto en la
vinificacion control como en la limitante y se observa un patrén
similar en ambas. Estos resultados son coincidentes con otros
anteriores encontrados en nuestro laboratorio (Zuzuarregui y del
Olmo, 2006) en medio MS300. Ademaéas, la comparacion entre
estas dos vinificaciones durante la primera etapa de la
fermentacion muestra datos similares a los descritos por Backhus
y col. (2001), en presencia de altas y bajas concentraciones de
arginina.
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Figura C1.6. Patron de expresion del gen ERG10 durante las vinificaciones
consideradas en este trabajo. Las gréaficas representan los niveles de mRNA
cuantificados a partir del analisis Northern y normalizados segun se describe en el
texto. Se analizaron tres cultivos independientes y se muestran el valor medio y la
desviacion estandar obtenidos.

Las adiciones de nitrogeno (panel B) conducen a un
aumento en los niveles de expresion de este gen, de
aproximadamente 2-4 veces, durante las 24 horas posteriores a la
adicion, especialmente cuando la fuente adicionada son
aminoacidos. Estos incrementos vienen seguidos de una
disminuciéon hasta valores incluso menores a los encontrados en
MS60 a las 72 horas, independientemente de la fuente de
nitrégeno adicionada.

El otro gen de respuesta a estrés estudiado (Figura C1.7)
fue SPI1, que codifica una importante proteina relacionada en la
estructura y biogénesis de la pared celular (Horie e Isono, 2001).
Los patrones de expresion encontrados son similares en medio
MS300 y MS60, y se observan incrementos en los niveles de
expresion que no parecen relacionados con la concentracion de
nitrodgeno, sino con la entrada en fase estacionaria, como se ha
descrito anteriormente en experimentos llevados a cabo con esta
cepa (Zuzuarregui y del Olmo, 2004b) o en otras (Backhus y col.,
2001; Varela y col., 2005).
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Figura C1.7. Patron de expresion del gen SPI1 durante las vinificaciones
consideradas en este trabajo. Las gréaficas representan los niveles de mRNA
cuantificados a partir del analisis Northern y normalizados segun se describe en el
texto. Se analizaron tres cultivos independientes y se muestran el valor medio y la
desviacion estandar obtenidos.

3.2. Genes relacionados con el metabolismo del nitrégeno

En primer lugar se analizé el gen GAD1, codificante del
primer enzima que actla en la ruta de degradaciéon del glutamato,
la glutamato descarboxilasa.

Como se observa en la Figura C1.8, la expresion de este gen
muestra un pico de induccién en ambas vinificaciones alrededor de
72 horas desde el momento de la inoculacién. Parece, por tanto,
que el patron de expresion depende de la fase de crecimiento; sin
embargo, las diferencias de niveles entre MS300 y MS60 sugieren
una influencia de la disponibilidad de compuestos nitrogenados
(probablemente del glutamato y de algunos de sus derivados).

Después de las adiciones se observa una disminucion en los
niveles de mRNA (de unas 10 veces), seguida de un aumento
transitorio. Este patron recuerda el observado en la vinificacion
control durante los primeros dias. El aumento es menor cuando se
aflade amonio, lo cual se podria explicar porque este compuesto
debe primero incorporarse en forma de glutamato, para que éste
posteriormente sea utilizado en procesos biosintéticos. El resultado
obtenido para la vinificacidn control y la represion tras la adicion
de amonio esta de acuerdo con datos descritos previamente en los

144



Capitulo 1

analisis globales llevados a cabo por Rossignol y col. (2003) y por
Marks y col. (2003), respectivamente.
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Figura C1.8. Patron de expresion del gen GAD1 durante las vinificaciones
consideradas en este trabajo. Las gréaficas representan los niveles de mRNA
cuantificados a partir del analisis Northern y normalizados segun se describe en el
texto. Se analizaron tres cultivos independientes y se muestran el valor medio y la
desviacion estandar obtenidos.

Otro gen considerado es el GDH1, que codifica el enzima
glutamato deshidrogenasa 1, el primero que actda en la principal
ruta de sintesis del glutamato bajo condiciones de crecimiento en
glucosa y amonio como fuentes de carbono y nitrégeno,
respectivamente (Avendafio y col., 1997; DelLuna y col., 2001).

La Figura C1.9 muestra que, para cualquier punto de la
vinificacion, los niveles de expresion de este gen son siempre
superiores cuando se lleva a cabo en MS60 que en MS300, pero en
ambos hay una disminucion después de las primeras horas, como
ya se observd en el caso del gen ERG10. Estos resultados son
consistentes con los descritos para los niveles de Gdhlp por
Kolkman y col. (2006) y, parcialmente, también con los datos de
Backhus y col. (2001), en los que se observa una disminucion de
los niveles de expresion de GDH1 a lo largo de vinificaciones con
altas concentraciones de arginina.

Con respecto a las adiciones, sdlo la de amonio conduce a un
incremento importante, aunque transitorio, en la expresion de este
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gen. Este resultado se puede explicar por la participacion de la
proteina que codifica en la ruta de incorporacion del nitrégeno a
los aminoacidos.
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Figura C1.9. Patron de expresion del gen GDH1 durante las vinificaciones
consideradas en este trabajo. Las gréaficas representan los niveles de mRNA
cuantificados a partir del analisis Northern y normalizados segun se describe en el
texto. Se analizaron tres cultivos independientes y se muestran el valor medio y la
desviacion estandar obtenidos.

3.3. Genes relacionados con el metabolismo glicolitico

En este estudio se ha considerado el gen TDH3, que codifica
el enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, involucrado en
glicolisis y gluconeogénesis. Este gen esta reprimido por Gecn4p en
respuesta al agotamiento de aminoéacidos (Yin y col., 2004).

La Figura C1.10 muestra como los niveles de mRNA decrecen
durante la vinificacion control; estos datos son consistentes con los
encontrados por otros autores (Riou y col., 1997; Puig y Pérez-
Ortin, 2000a; Varela y col., 2005), tanto para este gen como para
otros que participan en esta misma ruta. La vinificacion limitante
tiene un patrén similar, pero menos pronunciado.

En las adiciones se detecta un aumento muy pronunciado en
la expresion de este gen en el caso de las de aminoacidos y de la
mezcla de amonio y aminoacidos, seguido por un importante
descenso.
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Figura C1.10. Patrén de expresion del gen TDH3 durante las vinificaciones
consideradas en este trabajo. Las gréaficas representan los niveles de mRNA
cuantificados a partir del analisis Northern y normalizados segun se describe en el
texto. Se analizaron tres cultivos independientes y se muestran el valor medio y la
desviacion estandar obtenidos.

3.4. Otros genes candidatos a ser marcadores de limitacion de
nitrégeno en vinificacion

Durante el desarrollo de este estudio se establecid una
colaboracién con los grupos de investigacion de la Dra. Mendes-
Faia (Universidad Tras-Os-Montes e Alto Douro, Portugal) y el Dr.
Pérez-Ortin (Universitat de Valencia), que permitié entender la
respuesta global de las células de levadura en condiciones
enoldgicas de limitacion y adicidon de nitrégeno (Mendes-Ferreira y
col., 2007a), asi como identificar 36 genes (altamente expresados
en situaciones de baja concentracion o ausencia de nitrégeno)
capaces de predecir la limitacion de nitrégeno durante Ila
fermentacion alcohdlica (Mendes-Ferreira y col., 2007b).

Dado que estos estudios se habian llevado a cabo
inicialmente en la cepa PYCC4072 en otras condiciones de
crecimiento (mostos con glucosa y amonio como Unicas fuentes de
carbono y nitréogeno respectivamente, y agitacion moderada, entre
otras) se plante6 comprobar si estos genes podian tener una
respuesta mas general a la limitacibn de nitrégeno,
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independientemente de la cepa utilizada, la composicion del medio
de crecimiento y las condiciones en las que se realizan los
experimentos. Para ello se analizé la expresion de algunos de ellos
en las condiciones experimentales seguidas a lo largo de este
capitulo para los estudios con mostos sintéticos.

Los genes escogidos MSC1, RTN2, ODC1 y XYL2. Tanto RTN2
como MSC1 forman parte de la respuesta a estrés producido por
condiciones ambientales (Gasch y col., 2000). Ademas, estos dos
genes, junto con ODC1, estan incluidos dentro de las primeras 50
pautas de lectura abiertas inducidas por ayuno de nitrégeno en S.
cerevisiae (Tai y col., 2005). Se consideré también XYL2 porque
anteriormente habia aparecido en otros listados de genes
inducidos por deficiencia de nitrégeno (Boer y col., 2003; Tai y
col., 2005).

En estos experimentos se utiliz6 como gen normalizador de
muestra PDALl, que codifica la subunidad Ela del complejo
piruvato deshidrogenasa y se expresa de forma constitutiva en
presencia de distintas fuentes de carbono (Wenzel y col., 1993).
La expresibn génica se determind mediante RT-PCR
semicuantitativa. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura C1.11 y confirman que los genes seleccionados sirven
también como marcadores de limitacién de nitrégeno en la cepa
vinica ICV16 en las condiciones de crecimiento empleadas en estos
analisis. Asi, en todos los casos los niveles de mMRNAs se
incrementan en las muestras de la vinificacion limitante
correspondientes a 72 y 144 h (FL72 y FL144) y disminuyen tras la
adicion de amonio (A81).
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Figura C1.11. Andlisis de algunos genes candidatos a ser marcadores de la
limitacion de nitrogeno de acuerdo con el estudio de Mendes-Ferreira y col.,
2007b). Se muestran resultados de RT-PCR semicuantitativa llevada a cabo con
duplicados de muestras correspondientes a las vinificaciones cuyos perfiles
aparecen en las Figuras C1.1 y C1.2. FC, muestra de la fermentacién control (en
MS300) a las 24 horas; FL72 y FL144, muestras de la fermentaciéon limitante (en
MS60) a las 72 y 144 horas, respectivamente; A81, muestra obtenida 9 horas
después de la adicion de amonio (A) a la vinificacion limitante. Se incluyen como
referencia los resultados obtenidos para el gen PDAL.

4. Comparacion transcriptomica global del efecto de la
adicion de diferentes fuentes nitrogenadas

Los estudios de expresion génica descritos a lo largo del
apartado anterior sugieren diferencias transcripcionales
dependientes de la naturaleza de la fuente nitrogenada afiadida a
la vinificacion limitante. Para intentar profundizar en los efectos de
las diversas adiciones llevadas a cabo a células creciendo en un
medio con deficiencias de nitrégeno se analizé6 comparativamente
la respuesta transcriptomica a nivel global. Para simplificar este
estudio nos limitamos a considerar qué ocurre 4 horas después de
la adicion de amonio o de aminoacidos en vinificaciones donde el
nitrégeno se habia consumido recientemente. De acuerdo con los
datos mostrados en la Figura Cl1.1 (panel D) estas muestras
corresponden a 76 horas desde el momento de la inoculacion en
MS60.
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Los resultados obtenidos fueron tratados estadisticamente
con el paquete informatico ARRAY STAT para seleccionar
solamente aquellos genes que aparecen diferencialmente
expresados tras la adicion de amonio o de aminoéacidos en al
menos dos de las tres réplicas realizadas.

Los andlisis llevados a cabo revelaron que un total de 729
genes mostraban una diferencia estadisticamente significativa en
los niveles de expresion entre las dos condiciones superior a 2
veces. De todos estos genes, 392 se expresaban mas tras la
adicion de amonio que tras la de aminoacidos, mientras que 337
mostraban el comportamiento contrario.

4.1. Genes mas expresados tras la adicion de amonio

La utilizacion de la herramienta FUNC ASSOCIATE permite
determinar categorias estadisticamente significativas en las cuales
se agrupan los genes identificados en este tipo de estudios.
Concretamente, cuando se consideran genes mas expresados tras
la adicion de amonio y con valores diferenciales superiores a 2,
aparecen las categorias mostradas en la Tabla C1.3.

Tabla C1.3. Agrupacion en categorias funcionales de los genes
expresados mas de 2 veces después de la adicion de amonio con
respecto a la de aminoacidos

N X P Categoria

73 171 1,1-10%® Metabolismo de aminoacidos y derivados

78 194 1,6-:10%® Metabolismo de compuestos nitrogenados

81 240 1,4-10% Metabolismo de acidos carboxilicos

24 49 1,5-10**  Metabolismo de azufre

14 20 4,8:10° Metabolismo de metionina

Metabolismo de aminoacidos de la familia del
aspartato

11 17 1,4-107
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Tabla C1.3. Continuacion

N X P Categoria

10 15 3,5-107 Metabolismo del glutamato

7 9 4,8-10° Metabolismo de la lisina

9 15 5.0.10° Metabolismo de intermediarios del ciclo de la
urea

9 15 5,0:10° Metabolismo de la arginina

37 163 52.10° Generacion de metabolitos precursores y
energia

9 19 6,2-10°  Transporte de iones hidrégeno

9 19 6.2.10° Metabolismo de aminoacidos de la familia de
la serina

56 319 8,7-10° Respuesta a estimulos

N representa el nimero de genes de cada categoria que aparecen en nuestro
experimento, X el niumero total de genes de dicha categoria y P el p-valor.

Como se puede observar aparecen como categorias
significativas las relacionadas con el metabolismo de los
compuestos nitrogenados y, particularmente, con procesos

biosintéticos.

Un analisis mas detallado de las categorias de genes con
mayor expresion tras la adiciéon de amonio lo puede proporcionar
la herramienta GO Term Finder del SGD (Saccharomyces Genome
Database). La aplicacion de esta aproximacion permite agrupar
muchos de los genes con niveles de expresion superior a 2 en las
categorias que se muestran en la Tabla C1.4.
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Tabla C1.4. Distribucion en diferentes categorias funcionales
segun el GO Term Finder de los genes mas expresados tras la
adicion de amonio que tras la de aminoacidos, considerando
diferencias superiores a 2 entre ambas condiciones.

. . Genes con mayor expresion tras
Categorias funcionales S .
la adicion de amonio
ARG3, ARG1, PUT1, ARG5,6, ARGS,
GIn CIT2, IDP1, CPA1, GDH1, CIT1, PUT2,
CPA2, ARG4, ECM40, ORT1, GLN1,
IDH2, IDH1, GDH3
STR3, MET6, LYS20, LYS1, LYS9,
%) Asp LYS12, MET22, MET2, LYS2, LYS21,
8 LYS14
= @ Ser MET17, SER33, SER3, HOM6, HOM3,
g ke SER1, CYS4, HOM2
(8]
Q b His HIS4, HIS5, HIS2, HIS7
= £
> = Ar ARG3, ARG1, ARG5,6, ARGS8, CPA1,
e S 9 CPA2, ARG4, ECM40, ORT1
O
'(7) g Glu PUT1, CIT2, IDP1, GDH1, CIT1, PUT2,
%J = IDH2, IDH1, GDH3
n
c S LYS20, LYS1, LYS9, LYS12, LYS2,
2 3 Lys
8 < LYS21, LYS14
8
LéJ % Aromaticos | TRP3, ARO8, ARO3, TRP5, TRP2
g Ramificados | LEU2, ILV5, LEU1, BAT1, LEU4, ILV2
0
8 Pro PUT1, PUT2, PUT4
2 Met MET3, MET17, MET14, STR3, MET13,
E € MET1, MET6, MET16, MET28, MET2,
= MET22, MHT1, HOM6, HOM3, SAM2,
Cys CYS4, HOM2, SAM1
PYC1, BNA3, GND2, GND1, ZWF1,
Metabolismo de YEF1, SOL4, TAL1, ATP4, ATP17,
nucleotidos POS5, ATP2, STF2, ATP3, ATP1,
STF1, HIS7
Mceo"::;“rjgfso d‘;e FOL2, ATP4, ATP17, ATP2, STF2,
. ATP3, ATP1, STF1, FMS1, ADE3
transferencia de grupo
METABOLISMO Metabolismo de PYC1, GND2, GND1, ZWF1, SOL4,
DE nicotinamida TAL1, POS5
COFACTORES
ADH5, RIB5, GPD1, YEF1, YATZ2,
Metabolismo de PYC1, SOL4, GND2, GND1, VHR1,
vitaminas TAL1, CAT2, SNO1, SNZ1, ADH2,
ZWF1, ALD4, ALD6, POS5
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Tabla C1.4. Continuacién

Categorias funcionales

Genes con mayor expresion tras
la adicion de amonio

Acidos organicos y

DAL5, GAP1, VBA1, PUT4, OAC1,
ORT1, DIC1, DUR3, UGA4, DIP5,

aminas MMP1, AVT4, SAM3, TPO1
TRANSPORTE MEP2, SUL2, OAC1, PMA1, PMA2,

16nico MDM38, ATP4, ATP17, ATP2, STF2,

ATP3, ATP1, STF1, SSU1, GIT1
Mitocondrial ORT1, PET9, ODC2

Redox TRX2, GRX2, PRX1, AHP1
HOMEOSTASIS

onica GGC1, ATM1, MDM38, 1ZH1, SOD1,

ISU2, ISU1, CUP9

Respiracion celular

CIT1, IDH2, LSC2, COX9, IDH1,
PET9, QRC8, COX13, PET10

0
O«
E= Ruta de los GND2, GND1, ZWF1, SOL4, TAL1
61 8 8, fosfato de pentosa
Q2 o2 Reservade  |GPH1, TSL1, GDBL, GLC3, PIG2,
E "'>_J E 5 energia BMH2, GSY2, NTH1, ATH1, GAC1
= 0 ° -g
'-éJ IE'.:J % 2 Ciclo del glioxilato | CIT2, IDP1, CIT1, IDH2, LSC2, IDH1
o 23
% @ = Regulacion del
- % . PIG2, UBCS8, SNF1, TYE7, VID28
2 3 metabolismo
% & . ALD4, MCR1, ATG26, PDR16, NSG2,
z g Metabolismo de esteroles ERG25 ADH2 PDC6
Lu ’ ’
]
Met. Vacuolar de PRB1(5.9), LAP4(5.1), PEP4(2.7),
proteinas VPS13(1.9)
HSP12, NCE103, GRX4, GND1, ZWF1,
" Estrés oxidativo TRX2, MCR1, UGA2, GPX1, GRX2,
O POS5, SOD1, SNQ2
§ lones metalicos GSH1, CUP1-1, CUP1-2, MET30,
‘= 1ZH1, AHP1
0
< Hiperésmosis HSP12, MET22, GPD1
<
|(7) Drogas LAP3, PDR16, ATR1, YOR1, QDRS3,
”:;J 9 SNQ2
5 Calor HSP12, PIL1, YDC1, GAC1
w
o Nivel de nutrientes

PRB1, PEP4, SNF1

Desecacion

HSP12, STF2
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En el anexo 1, que se puede encontrar en el CD adjunto,
aparece una archivo con los datos de expresion relativa
amonio/aminoacidos.

A partir de los datos mostrados en la Tabla C1.4 se pueden
destacar algunos aspectos interesantes.

La adicion de amonio determina un cambio en la expresion
de genes implicados en el metabolismo de compuestos
nitrogenados (particularmente en su biosintesis). Asi, encontramos
mas expresados (con respecto a la adiciéon de aminoacidos) 84 de
los 250 genes que incluye el GO en la categoria de metabolismo de
compuestos nitrogenados, la mayoria de los cuales (74 de 209 en
el GO) participa en el metabolismo de aminoacidos y mas de la
mitad (56 de 106 en el GO) en procesos de biosintesis. Asi,
encontramos:

e en el caso de la glutamina 19 genes de biosintesis (de los
27 de su categoria GO)

¢ en el del glutamico 9 de 13 (solamente aparecen dos genes
relacionados con degradacion)

e para la arginina 9 de 10 y ninguno relacionado con
degradacion

e con respecto a la serina, 7 de biosintesis (de 12) y 4 de
degradacion (aunque no el gen CHALl, que codifica el primer
enzima necesario para la utilizacion de este aminoacido)

e en el caso de lisina 7 de 9

e en el grupo de aminoacidos de azufre 11 de 15, todos los
estrictamente necesarios para su proceso de biosintesis.

También encontramos sobrerrepresentados tras la adicion

de amonio genes implicados en el metabolismo de cofactores (29
de 167 en la categoria GO), vitaminas (19 de 96) y nucleétidos (23
de 153). Llama la atencién especialmente la presencia en la Tabla
C1.4 de genes del metabolismo de la nicotinamida (13 de 46), que
podrian estar relacionados con la necesidad de este tipo de
coenzimas para reacciones de biosintesis de aminoacidos (la
fijacion de glutamico, por ejemplo, requiere NADPH).
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Es importante sefialar, ademas, la categoria denominada
“generacion de metabolitos precursores y energia”. Entre los genes
de la misma hay algunos relacionados con respiracion celular y
fosforilacion oxidativa. Dentro de esta misma categoria, en cuanto
al metabolismo de carbohidratos, aparecen 26 genes de 221 que
considera la correspondiente categoria GO, entre los cuales se
encuentran algunos relacionados con la ruta oxidativa de los
fosfatos de pentosa, con el metabolismo del glucégeno y de la
trehalosa, y con el ciclo del acido citrico (aunque no el codificante
de la succinato deshidrogenasa). Estos datos sugieren un desvio
del metabolismo hacia aspectos relacionados con biosintesis.
Debemos tener en cuenta que hay etapas del ciclo del acido citrico
que funcionan en ausencia de oxigeno y posibilitan la sintesis de
precursores para el crecimiento, como ocurre también con la ruta
de los fosfatos de pentosa.

Otra categoria que aparece diferencialmente expresada es
la relacionada con procesos de transporte, por ejemplo de aminas
(12 de 50 genes en la categoria GO) o iones (15 de 110). Como
luego veremos esta categoria también aparece sobrerrepresentada
con mayor expresion tras la adicion de aminoacidos, incluyendo,
obviamente, otros genes. La adicion de nitrégeno desencadena,
independientemente de la naturaleza de la fuente utilizada, una
mayor actividad de transporte.

Finalmente, se debe sefialar otra categoria interesante, la
de respuesta a estimulos (80 genes de 816 en la categoria GO) v,
en particular, a estrés oxidativo (21 de 83), en la que aparecen los
genes HSP12, GND1 y TRX2, entre otros. La mayor expresion de
estos genes podria estar conectada con procesos metabdlicos de
biosintesis de aminoacidos o de respiracion celular.

Ademas cabe destacar la presencia de numerosos genes de
funcion desconocida con expresion diferencial superior a 2 tras la
adicion de amonio con respecto a la de aminoacidos. Entre ellos los
que muestran los niveles mas elevados son: YLLO55W, YBR147W,
YLR152C, YHR162W, YMRO90OW, YHR112C, YML131W, YDRO70C,
JRRO96W, YLLO58W, YNL115C, YNL134C, YHRO87W, YLR149C,
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YBLO49W, YJL225C, YOR389W, YIL177C, YMRO87W, YMR144W,
YGR125W, YKR104W, YGLO59W e YBL112C.

Todos estos datos permiten concluir que el principal efecto
diferencial de la adicion de amonio frente a la de aminoacidos al
nivel transcriptémico esta relacionado con un incremento en los
procesos de biosintesis de aminoacidos, asi como de todos
aquéllos necesarios para que se puedan llevar a cabo. La levadura
reorientaria asi su metabolismo durante las primeras horas
posteriores a la adicion hacia estos procesos para posibilitar la
recuperacion de su crecimiento en el mosto.

4.2. Genes mas expresados tras la adicion de aminoacidos

El analisis mediante la herramienta FUNC ASSOCIATE nos
indica en este caso las categorias que se muestran en la Tabla
Cl1.5.

Tabla C1.5. Agrupacion en categorias funcionales de los genes
expresados mas de 2 veces después de la adicion de aminoacidos
con respecto a la de amonio.

N X P Categoria

50 114 1,9-10% Nucleolo

46 136 3,3-10® Ensamblaje y biogénesis de ribosomas
35 92 2,610  Procesamiento de rRNA

35 97 1,7-10*  Metabolismo de rRNA

85 471 7,110 Organulos no asociados a membranas

16 a1 1.6.10° Complejo de ribonucleoproteinas nucleolares

pequefas
49 252 1,5-107 Metabolismo de RNA
15 39 7,1-10”7 Procesamiento del transcrito primario 35S
7 11 1,3-10° Biogénesis de subunidades ribosomales
7 12 2,8-10°  Modificacion de rRNA

N representa el nimero de genes de cada categoria que aparecen en nuestro
experimento, X el niumero total de genes de dicha categoria 'y P el p-valor.
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De acuerdo con este resultado y con los datos descritos en
el apartado 4.1 se puede comprobar cémo la adicibn de amonio
desencadena un incremento en la transcripcion de genes
relacionados con la biosintesis de aminoacidos, mientras que la
adicion de éstos determina un incremento en procesos de
biosintesis de proteinas.

Como en el caso anterior se puede hacer un andlisis mas
detallado de las categorias de genes inducidos tras la adicion de
amonio, mediante la herramienta GO Term Finder del SGD. La
aplicacion de esta aproximacion permite agrupar los genes con
expresion diferencial superior a 2 en las categorias que se
muestran en la Tabla C1.6.

Tabla C1.6. Agrupacion en categorias funcionales segun el GO
Term Finder de los genes con mayor expresion tras la adicion de
aminoacidos que tras la de amonio, considerando diferencias
superiores a 2 entre ambas condiciones.

. . Genes con mayor expresion tras de la
Categorias funcionales L A
adicion de aminoacidos
> w SNU13, SIK1, NSR1, HAS1, NOP1,
w a 2 Procesamiento de RNA NOP58, NIP7, MIS1, ENP1, CBF5,
< Z_?) s RRP7, LSM3, DBP3, RPP1, CGR1, SPB1,
mwoQ KRR1 RPS14A, RPL30, GAR1
=z3
<0 @
Uz') ) o Ensamblaje de NSR1, NOP1, NIP7, RRP7, DBP3,
Wm subunidades ribosomales | RPS31, RPS14A, MAK16
S Transcripcion a partir de | oo 14 RpaA12, RPA49, RPA34
Q@ la RNA-polimerasa |
S5
5 g Transcripcion a partir de RPC34, NHP6A
s Q la RNA-polimerasa Il1
8 < — _
E Transcripcion a partir de | RPA14, RPA12, RPB11, RPA49, RPA34,
la RNA-polimerasa 11 PTA1
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Tabla C1.6. Continuacion

. . Genes con mayor expresion tras de la
Categorias funcionales adicion de aminoacidos
Inicio de la MIS1, HYP2, TIF1, FUN12, GCD10, TIF5
traduccion
a Regulacion dela | \,4) GNe20, RPS2, TIFS, RPL30
s traduccion
5 2 Plegamiento de | ZUO1, CNE1, GIM4, EGD1, CCT2,
s 5 proteinas PAC10, CHS7
0
= o ificacio
3 o | Modificacion de 1 ppp5 pppp NAT2
2 peptidil-aminoéacidos
< :
m Metabolismo de | o 1 oyiro ALG7, PMT4, KTR3
s glicoproteinas
Do nucleobases APT1, URA7, RPE1, DUT1, MIS1, BNA4,
e IMD2, PRS1, GUAL, IMD3, GUK1,
>1dos y URA6, AAH1, URA3, URAS5, RKI1, PRS4,
nucledtidos
ADES
De derivados de SPE3, PRS1, EPT1, PRS4
aminoacidos
BIO2, RPE1, SPE3, MIS1,COQ1,
De cofactores HEM13, YAH1, BIO4, SDH3, RKI1,
GRX5, ERC1
De linido AURL, PIS1, LCB1, TSC10, FEN1,
pidos SUR4, ACP1, SEC14, SLC1
De aminoacidos AGP1, GNP1, MUP1, TAT2, BAP3, BAP2
w De zinc ZRT2, ZRT1, ZRC1
o De nucleobases FUR4, DAL4
o
4] = Nuclear KAP123, NPL3, ECM1, NUP1, KAP95
< S
o B RE-Golgi BETS, YIP3, USO1, YIP1, CHS7, SEC23
]
= Do broteinas | AP123, TOM20, TOMS, TOM40, ECMS,
= P NUP1, MRS5, KAP95

En el anexo 1, que se puede encontrar en el CD adjunto,
aparece una archivo con los datos de expresion relativa
amonio/aminoacidos.

El estudio de la Tabla C1.6 nos permite destacar algunos
aspectos de interés. El resultado mas claro es, sin duda, el
incremento en la transcripcion de algunos genes que estan
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implicados en procesos de biogénesis de ribosomas (51 de los 392
que incluye esta categoria GO), biosintesis de proteinas vy
traduccion. Este resultado seria indicativo de un direccionamiento
metabdlico hacia la organizacién de la maquinaria traduccional. De
hecho también se detectan genes de procesamiento de rRNAs (40
de 227), de exportacion de ribosomas desde el ndcleo y de inicio
de la traduccion.

En lo que se refiere a genes del metabolismo, encontramos
algunas categorias relacionadas con nucleobases, nucledsidos,
nucledtidos y acidos nucleicos, asi como lipidos (incluyendo en este
caso genes fundamentalmente implicados en la biosintesis de
acidos grasos y fosfolipidos). Todo esto se correlacionaria con una
capacidad de crecimiento a partir de aminoacidos en presencia de
fuentes de carbono adecuadas.

Llama la atencién la mayor expresion tras la adicion de
aminoacidos de los genes que estan relacionados con transporte,
tanto entre el exterior y el interior de la célula, como el intracelular
(nuclear, RE-Golgi...). La subcategoria mas representada seria la
del transporte de aminoacidos, lo cual tiene sentido teniendo en
cuenta la presencia de éstos en el medio de cultivo. Es interesante
resaltar algunos de estos genes: AGP1 (codifica una permeasa de
aminoacidos de baja afinidad y amplio espectro), GNP1 (permeasa
de alta afinidad para glutamina que también transporta leucina,
serina, treonina, cisteina, metionina y asparagina), MUP1
(permeasa de metionina de alta afinidad), TAT2 (permeasa de
triptéfano y tirosina, entre otros aminoacidos) y BAP2/3 (de alta
afinidad por leucina, isoleucina y valina). Didion y col. (1996) han
descrito que la expresion de BAP2 se induce en presencia de
ciertos aminoacidos en el medio.

También debemos destacar la identificacion genes de funcién
desconocida. Los que presentaron valores de expresion diferencial
mas elevados fueron: YER064C, YCR0O51W, YBR261C, YGR272C,
YMR310C, YCR0O87C-A, YGR203W, YLRO50C, TBR187W, YOR091W,
YKRO045C, YLR437C, YOR342C e YPLO67C.

159



Resultados

4.3. Validacion de los resultados mediante RT-PCR

Con la finalidad de validar los resultados obtenidos, se
analizé meidante RT-PCR semicuantitativa la expresion de algunos
de los genes encontrados en los estudios transcriptéomicos globales
descritos en los apartados 4.1 y 4.2, y pertenecientes a diferentes
categorias funcionales. Se incluyeron también algunos otros
tiempos de la vinificacion para poder obtener informacion acerca
de los cambios transcripcionales que ocurren antes y después de la
adicion de nitrogeno. Para ello se escogieron las muestras
correspondientes a la fase de crecimiento exponencial en la
vinificacion control (MS300, 24), al momento en el que se agota el
amonio (MS60, 72) y tras 4 y 9 horas de la adicion de amonio o
aminoacidos (A, 76, 81; AA, 76, 81, respectivamente).

Se consideraron para estos analisis los genes con valores de
expresion diferencial méas elevados 4 horas después de las
diferentes adiciones. En el caso de la adicibn de amonio
comparada con la de aminoéacidos fueron: ARG1 (relacionado con
el metabolismo de la arginina), MET3 (metabolismo de Ila
metionina), MEP2 (permeasa de amonio regulada por NCR), CIT1
(involucrado en la respiracion celular) asi como YLLO55W vy
YBR147W (genes de funcién desconocida). En el caso de los genes
mas expresados tras la adicion de aminoéacidos frente a la de
amonio se consideraron: AGP1 y MUP1 (relacionados con el
transporte de aminoacidos), MIS1 (inicio de la traduccion) e
YERO64C (gen de funcion desconocida).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura C1. 12 y
confirman los resultados obtenidos en las micromatrices: los
cambios de expresion y los niveles de los mismos son los
esperados.
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MS300 MS60 A AA
24 72 76 81 76 81

ARG1 |_———---- |

MET3 | s - ==
MEP?2 e ey
YLLOS5W | T I.]
verie7w [T e e
an [ e ——— e — ]
o | ==g
MUPL [ e T 'H--HI]
YER064C| S s e ——-——l

PDA1 |q~ G ""l

Figura C1.12. Andlisis por RT-PCR semicuantitativa de los genes con mayor
expresion tras la adicion de amonio (ARG1, MET3, MEP2, YLLO55W, YBR147W y
CIT1) o la de aminoacidos (AGP1, MUP1, YERO64C y MIS1). Los oligonucleétidos
especificos se describen en la Tabla M. 2. Se utilizaron dos muestras
independientes para la validacion. Las lineas verticales separan partes de un mismo
gel. Se muestran como referencia los resultados obtenidos para el gen PDAL.

Si nos centramos en los perfiles de expresion de los genes
sobrerrepresentados tras la adicion de amonio es posible encontrar
algunas peculiaridades interesantes. En el caso de ARG1 y MET3 la
expresion es menor bajo condiciones de limitacion de nitrégeno
(MS60 72) que en crecimiento exponencial con disponibilidad del
mismo (MS300 24), de acuerdo con resultados descritos
anteriormente bajo condiciones de vinificacion (Rossignol y col.,
2003; Mendes-Ferreira y col., 2007a). Sin embargo, lo contrario
ocurre en el caso de YLLO55W, YBR147W y CIT1l. Teniendo en
cuenta la funcién de CIT1, esto podria indicar que los genes que
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codifican proteinas relacionadas con respiracion y ciclo del acido
citrico pueden estar parcialmente desreprimidos tanto en
condiciones de fase estacionaria como bajo limitacion de nitrégeno
durante la vinificaciéon, a pesar de la disponibilidad de altas
concentraciones de glucosa (Rossignol y col., 2003; Zuzuarregui y
col., 2006; Mendes-Ferreira y col., 2007a). En el caso del gen
MEP2, los niveles de expresion son muy bajos tanto en la
vinificacion control en crecimiento exponencial como en la
limitante en el momento en el que se agota el nitrégeno; este
resultado podria explicarse por la implicacion de otras permeasas
de amonio y por los niveles de nitrégeno presentes.

Cabria destacar que la expresion no varia significativamente
entre 4 y 9 horas después de la adicion de amonio o de
aminoacidos en el caso de ARGl o YLLO55W. Para MET3 y
YBR147W, sin embargo, los niveles de mRNA se incrementan a 81
horas en la adicion de aminoéacidos. Por otro lado, los niveles de
CIT1 descienden tras la adicibn de amonio pero se incrementan
tras la de aminoéacidos. Finalmente, en el caso de MEP2 la
expresion se reduce entre 76 y 81 horas tras los dos tipos de
adiciones. Todo esto sugiere la existencia de ciertas variaciones en
la expresion de los diferentes genes mientras las células se
adaptan a los cambios en la disponibilidad de nutrientes.

Con respecto a los genes que tienen mayores niveles de
expresion tras la adicion de aminoacidos también se pueden
observar diferencias en el patron de expresion. En el caso de
AGP1, la expresion es indetectable en condiciones de disponibilidad
de nitrégeno en fase de crecimiento exponencial, mientras que lo
contrario ocurre en el caso de MUP1 (y también de YER064C). Esto
puede ser debido a las diferencias en especificidad entre estos
transportadores y al consumo progresivo de los diferentes
aminoacidos: Agplp es una permeasa de baja afinidad con un
amplio rango de sustratos (entre los que se incluyen la asparagina,
la glutamina y otros aminoacidos) y Muplp es una permeasa de
metionina de alta afinidad. En el caso de MIS1 no hay diferencias
significativas entre MS300 24 y MS60 72. El patron observado para
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todos estos genes después de 4 horas de la adicion (A 76 y AA
76), tanto de amonio como de aminoacidos, no cambia
basicamente en las siguientes horas (A 81 y AA 81).

4.4. Regulacion transcripcional de los genes inducidos por amonio
0 por aminoacidos

La aplicacion de la base de datos del YEASTRACT a los
genes con valores de expresion diferencial superior a 2 permite
determinar los factores transcripcionales que regulan la
transcripcion de estos genes.

Cada uno de los factores Yaplp, Sok2p, Sfplp, Rpn4p,
Metdp, Gcndp, Stel2p, Msn2p, Pdrlp, Aftlp, Pdr3p, Raplp,
Msn4p, Arrlp y Leu3p controla la transcripciéon de mas del 20% de
los genes con mayores niveles tras la adicion de amonio frente a la
de aminoacidos. Estas proteinas participan en procesos como la
respuesta a estimulos (Yaplp, Msn2/4p, Rpn4dp, Arrlp, Pdrlp,
Pdr3p, Aftlp), el metabolismo del nitrégeno (Metd4p, Gcndp y
Leu3p), el crecimiento pseudohifal (Sok2p, Stel2p) o la estructura
telomérica y el silenciamiento (Raplp).

Por otro lado, los factores transcripcionales Sfplp, Yaplp,
Met4p, Stel2p, Raplp, Msn2p, Pdr3p, Flhlp y Abflp controlan
cada uno de ellos mas del 20% de los genes que se expresan mas
cuando se adiciona aminoacidos que cuando se afiade amonio.
Entre estos genes hay algunos vinculados a la respuesta a
estimulos, metabolismo pseudohifal o estructura telomérica que
también han aparecido en el caso anterior (Yaplp, Met4p, Stel2p,
Raplp, Msn2p, Pdr3p), pero se pueden encontrar otros dos no
coincidentes: FIflp (implicado en el procesamiento de rRNA) y
Abflp (silenciamiento génico).

YEASTRACT también permite determinar la proporcion de los
genes regulados por un determinado factor transcripcional que
aparece en nuestras poblaciones de genes con expresion
diferencial superior a 2. La Tabla C1.7 muestra los datos obtenidos
para algunos factores transcripcionales relevantes en la regulacién
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de la expresion de genes codificantes de proteinas implicadas en la

biosintesis de aminoéacidos y proteinas.

Tabla C1.7.

Factores transcripcionales (FT) que

regulan la

transcripcion de genes sobrerrepresentados tras la adicion de
amonio o de aminoéacidos y cuyos valores de expresion diferencial
son superiores a 2.

FT  Genes regulados % genes® p-valor 9% genes® p-valor
Biosintesis de
Lysl14p L 60% 4,39-10°2 0,00% 0,6788
lisina
Biosintesis de
Met28p aminoéacidos de 31,40% 1,93-10”7 7,80% 0,1938
azufre
Dal80p NCR 25,60% 4,82-10°8 3,80% 0,1629
Biosintesis de
Met32p L 23,70% 2,52-10°8 6,20% 0,1692
metionina
Biosintesis de
Gcn4p . 22,60% 0,00 5,40% 0,0726
aminoacidos
GIn3p NCR 21,50%  3,63-10%  9,00% 0,0112
Gzf3p NCR 20,40% 2,42-10‘8 6,10% 0,1402
Biosintesis de
Met31lp aminoéacidos de 17,40% 8,26-108 5,80% 0,1155
azufre
Biosintesis de
aminoacidos
Leu3p ramificados y 16,40%  4,92-102 5,30% 0,0289
asimilacion de
amonio
Gatlp NCR 13,50% 1,48-10° 2,00% 0,0681
Biosintesis de
Cbflp aminoacidos de 13,00% 2,51.10° 6,00% 0,0958
azufre
Dal81p NCR 12,40% 1,18-10”7 6,00% 0,0333
Biosintesis de
Metdp  aminoacidos de 12,40%  6,91-10  7,40% 0,0095

azufre
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Tabla C1.7. Continuacion.

FT  Genes regulados % genes® p-valor 9% genes® p-valor

Dal82p NCR 7,20% 9,46-1072 6,00% 0,1142
Metabolismo de
Aro80p aminoacidos 4,10% 1,96-10% 7,20% 0,0144
aromaticos
Biogénesis de

Sfplp 1.66%  1,26:10%2 4,70%  0,0000

ribosomas

(1) Porcentaje de genes regulados que estan sobreexpresados tras la
adicion de amonio en comparacién con la de aminoacidos.

(2) Porcentaje de genes regulados que estan sobreexpresados tras la
adicion de aminoacidos en comparacion con la de amonio.

Los datos mostrados en la Tabla C1.7 refuerzan Ilas
diferencias encontradas en este trabajo en cuanto a la respuesta
celular a la adicibn de amonio o aminoacidos. El porcentaje de
genes activados por factores transcripcionales implicados en la
biosintesis de aminoacidos es mayor entre los genes mas
expresados tras la adicion de amonio que tras la de aminoacidos.
De hecho, mas del 50% de los genes regulados por el factor
transcripcional Lysl4p y entre el 12 y el 30% de los controlados
por Met4/28/31/32p se encuentran en esta condicion particular. El
numero de genes regulados por estos factores es mucho menor
entre los genes con mayor expresion al afiadir aminoacidos. De
forma opuesta, el porcentaje de dianas del factor Sfplp, implicado
en el control de la biogénesis de ribosomas, es mayor en este
segundo grupo de genes.

También es interesante destacar que algunos de los factores
transcripcionales que aparecen en la Tabla C1.7 presentan
diferencias de expresion entre las dos condiciones analizadas. Es el
caso de Lysl4p, Gendp y Dal80p, que presentan mayor expresion
tras la adicion de amonio que tras la de aminoacidos, como se
puede observar en la Tabla C1.4 y en el anexo 1, que se encuentra
en el CD adjunto.

Resulta interesante dedicar una atencion particular a los
genes regulados por NCR. En concordancia con los datos
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publicados por Cardenas y col. (1999), Cox y col. (1999), Beltran y
col. (2004) y Godard y col. (2007), la mayoria de ellos muestran
una mayor expresion después de la adicion de amonio. Los Unicos
que muestran el comportamiento contrario son: AGP1l, CAR1l y
CAR2 (con niveles de expresion diferencial de 26, 24 y 39,
respectivamente), asi como DAL4, ZRT1 o MEP3 con diferencias
mas moderadas (de 2 a 3,6 veces). De acuerdo con sus analisis,
Godard y col. (2007) propusieron nuevos genes diana de NCR. En
nuestras condiciones experimentales, los genes regulados por NCR
descritos en este estudio también se encuentran mas expresados
tras la adicion de amonio que tras la de aminoacidos; so6lo
YNL141W tiene mayores niveles en la situacion contraria.

En relacion también con la expresion de los genes regulados
por NCR, debe resaltarse que, como se muestra en la Tabla C1.7,
en el caso de dos activadores transcripcionales que regulan la
expresion de estos genes (Gatlp y GIn3p) (Coffman y col., 1997;
Svetlov y Cooper, 1997; Scherens y col., 2006), entre el 13 y el
21% de sus dianas aparecen sobrerrepresentadas cuando se
adiciona amonio (considerando como en todo este estudio,
cambios de expresion superiores a 2). Una situaciéon similar ocurre
para los factores transcripcionales que actlan como represores en
el mecanismo NCR (Dal80p, Dal81p, Dal82p o Gzf3p, Coffman y
col., 1997; Svetlov y Cooper, 1997; Bertram y col., 2000): el
porcentaje de dianas reguladas por ellos es de nuevo mas alto
entre los genes con una mayor expresion tras la adicion de amonio
que de aminoacidos.

4.5. Importancia de la proteina codificada por el gen YBR147W
para el 6ptimo crecimiento en medio sintético

Para intentar entender el papel de algunas proteinas
codificadas por genes de funcién desconocida diferencialmente
expresados en funcion de la fuente de nitrégeno afiadida, se
seleccionaron mutantes en algunos de estos genes en las cepas de
laboratorio BY4741 o BY4742. Dichos mutantes se crecieron
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después de ser sometidos a ayuno de nitrégeno (incubando
durante 14-16 horas en medio SD a 30°C con agitacion suave) en
cuatro fuentes diferentes de nitrégeno: amonio (en forma de
cloruro amonico), glutamina, triptéfano o una mezcla de amonio y
glutamina, con una concentracion final en todos los casos de 240
mg N/L. Estos experimentos se llevaron a cabo en medio minimo
sintético ante la incapacidad de las cepas para crecer en mosto
sintético. Se utilizaron para este estudio los mutantes de todos
aquellos genes que tenian un cambio en el nivel de expresion de al
menos tres veces en los experimentos de micromatrices descritos
en este capitulo. Estos genes han aparecido citados a lo largo del
texto.

Sé6lo el mutante del gen YBR147W presentd defectos en el
crecimiento después de las adiciones cuando se compara con la
cepa silvestre (Figura C1.13 y otros datos no mostrados). Las
diferencias encontradas ocurrian independientemente de la fuente
de nitréogeno utilizada para la suplementacién, como se muestra en
la Figura C1.13.
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Figura C1.13. Crecimiento del mutante del gen YBR147W bajo diversas
condiciones de disponibilidad de nitrégeno. Después de crecer las células en medio
SD hasta el agotamiento de nitrégeno, se transfirieron a medios con amonio (A),
glutamina (B), amonio y glutamina (C) o triptéfano (D) como Unicas fuentes de
nitrégeno, con una concentracion final en todos los casos de 240 mg N/L. La figura
muestra el incremento de la densidad 6ptica a 600 nm entre cada tiempo y el
momento de la dilucién en cada uno de los medios (ODgyp=0,1). Los valores
corresponden a la media y desviacion estandar de tres experimentos
independientes.

Este mutante también presentd defectos similares cuando
se inocularon células de cultivos con ayuno de nitrégeno en medio
SD conteniendo nitrégeno en concentraciones de 1060 mg N/L en
forma de amonio, glutamina y triptéfano, asi como en medio
sintético completo SC (Figura C1.14). Sin embargo, cuando crece
en medio YPD, no muestra diferencias con respecto a la cepa
silvestre.
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Figura C1.14. Crecimiento del mutante del gen YBR147W bajo diversas
condiciones de disponibilidad de nitrégeno. Después de crecer las células en medio
SD hasta el agotamiento de nitrégeno, las células se transfirieron a medios SD con
amonio (1060 mg N/L) como fuente de nitrégeno (A), SD con glutamina (1060 mg
N/L) como fuente de nitrogeno (B), SC (C) o YPD (D). La figura muestra el
incremento de la densidad 6ptica a 600 nm entre cada tiempo y el momento de la
dilucion en cada uno de los medios (ODgyp=0,1). Los valores corresponden a la
media y desviacion estandar de tres experimentos independientes.

5. Efecto de la naturaleza de la fuente de nitréogeno afiadida a
vinificaciones limitantes en los niveles de algunos compuestos
implicados en propiedades organolépticas

De acuerdo con los experimentos realizados hasta el
momento, la naturaleza de la fuente de nitrégeno adicionada no
afecta significativamente al comportamiento fermentativo, aunque
la adicion de las sales de amonio conduce a una ligera disminucién
en la velocidad de consumo de azucar (Figura Cl1.2, panel B).
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Dado que las fuentes nitrogenadas contribuyen al aroma del vino,
resulta interesante analizar si estas adiciones tienen algun efecto
sobre el perfil aromatico del producto final.

Para poder responder a esta cuestibn se consideraron
algunos compuestos volatiles presentes en el vino. Uno de ellos es
el acetato de etilo, que constituye cerca del 95% del total de los
acetatos presentes en el mismo. El isobutanol, el alcohol isoamilico
y el 2-feniletilalcohol también se incluyeron, ya que provienen del
metabolismo de carbohidratos y, aunque en menor medida, del de
los aminoacidos valina, leucina y fenilalanina, respectivamente
(Rapp y Versini, 1991). Finalmente, se analizaron también los
ésteres correspondientes a estos alcoholes (acetato de isobutilo,
acetato de isoamilo y acetato de 2-feniletilo).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla C1.8. Se
presentan los valores medios (en mg/L) y la desviacion estandar
de tres muestras obtenidas a partir de tres cultivos
independientes. En la presentacion de estos resultados se
compararan los datos obtenidos entre la vinificacion control
(MS300) y las adiciones (A, AA y AAA). Se han incluido los datos
de MS60, pero no son muy informativos, ya que existe una
limitacion de nitrégeno desde las 72 horas del comienzo de la
vinificacion.

Los niveles de alcohol isobutilico son mucho mayores y
estadisticamente  significativos en todas las adiciones,
especialmente en la de aminoacidos y en la de amonio y
aminoacidos (alrededor de 4-5 veces superiores,
aproximadamente, comparando con MS300). En el caso del alcohol
isoamilico, los valores aumentan entre 1,3-1,5 veces después de la
adicion de amonio y amonio y aminoacidos, y para el caso de la
adicion de aminoacidos este aumento es de 1,8 veces; estas
diferencias presentan una menor significatividad estadistica (p-
valor entre 0.07 y 0.28, segun la comparacion). Los niveles del 2-
feniletanol se incrementan hasta 3 veces mas en el caso de la
adicion de los aminoacidos, siendo este aumento mas moderado
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en el caso del amonio (1,4 veces), aunque siempre
estadisticamente significativo.

Tabla C1.8. Concentracion (en mg/L) de algunos compuestos
organolépticos en el producto final, determinados como se
describio en el apartado 2.14 de Materiales y Métodos*.

Compuesto MS300 MS60 A AA AAA
Alcohol
. . 12 + 3 84 + 11 46 £ 6 63 + 6 64 + 6
isobutilico
Alcohol 407 =
. ] 285 + 38 433 23 520+80 371 24
isoamilico 103
2-feniletil 20,7 + 39,7 + 28,9 +
66 = 6 51+6
alcohol 1,5 0,2 1,1

Acetato de
il 74 + 6 71+ 10 46 = 10 39+ 6 66 + 5
etilo

Acetato de 0,033 = 0,061+ 0,007 %= 0,012 = 0,008 =
isoamilo 0,008 0,003 0,002 0,002 0,002

Acetato de 0,046 = 0,064 = 0,037 = 0,088 = 0,059 =
2-feniletilo 0,012 0,006 0,004 0,015 0,009

*De acuerdo con el analisis ANOVA con un p < 0,05, las diferencias serian
significativas en los siguientes casos: MS300/MS60 para el alcohol isobutilico, el 2-
feniletanol y el acetato de isoamilo; A/MS300 en el caso de alcohol isobutilico, 2-
feniletanol, acetato de etilo y acetato de isoamilo; AA/MS300: alcohol isobutilico, 2-
feniletanol, acetato de etilo; AAA/MS300: alcohol isobutilico, 2-feniletanol; A/AA: 2-
feniletanol, acetato de isoamilo, acetato de 2-feniletanol; AA/AAA: acetato de etilo;
A/AAA: 2-feniletanol, acetato de etilo.

En lo que se refiere a las concentraciones finales de acetato
de etilo, se observa una disminucion en las adiciones, mas
pronunciada en el caso de la de aminoéacidos. A pesar de los
elevados valores encontrados para el alcohol isoamilico, los niveles
del acetato correspondiente son comparativamente mas bajos que
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los encontrados en la bibliografia (Lambrechts y Pretorius, 2000;
Beltran y col., 2005). Las adiciones dan como resultado una
disminucion en los niveles de este acetato, especialmente en el
caso de la de amonio, en el que se encuentran diferencias
estadisticamente significativas al comparar con los datos en
MS300. Finalmente, los niveles del acetato de 2-feniletilo son
mayores (alrededor de 2 veces mas), pero solo en el caso de la
adicibn de aminoacidos. Los valores encontrados en los
experimentos de la vinificacion control estan en la zona mas baja,
pero dentro del rango de los datos descritos en la bibliografia
(0,01-4,5 mg/L, Lambrechts y Pretorius, 2000).

Es interesante mencionar que los resultados encontrados en
la adicion de amonio muestran la misma tendencia descrita por
otros autores (Beltran y col., 2005), aunque existen diferencias en
los niveles de los cambios.

De acuerdo con todos estos datos, las adiciones de nitrogeno
aumentan los niveles de todos los alcoholes estudiados y la
influencia sobre los niveles de los acetatos depende de la
naturaleza de la fuente adicionada y del compuesto considerado.

6. Discusion

En este capitulo se describe la respuesta de las células de la
levadura al agotamiento y la adicion de nitrégeno durante la
vinificacion. Se analiza el efecto que tiene la suplementacion con
diferentes fuentes de nitrégeno (amonio, aminoacidos y una
mezcla de amonio y aminoacidos) durante las primeras etapas de
la vinificacion (inmediatamente después del agotamiento del
nitrdgeno) sobre el comportamiento fermentativo, la producciéon de
compuestos organolépticos, la actividad arginasa y la respuesta
molecular tanto a nivel particular de algunos genes relacionados
con estrés o con el metabolismo del nitrégeno, como la respuesta
diferencial a nivel global, demostrando que se da una
reprogramacion del metabolismo celular tras las primeras horas
después de las adiciones.
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Uno de los resultados mas interesantes de este estudio es la
identificacion de marcadores potenciales de la limitacién de
nitrogeno. El primero de ellos es la actividad arginasa. Nuestros
resultados confirman que esta actividad es muy util para una
deteccion temprana de la limitaciéon de nitrégeno, no soélo en
mostos que contienen amonio como fuente de nitrégeno (Carrasco
y col., 2003), sino también en mostos sintéticos con amonio y
aminoéacidos. Estos resultados no coinciden con los encontrados
por Beltran y col. (2004), que observaron un aumento de la
actividad arginasa tanto en la vinificacion control como en la
limitante, cuando se agotaba el amonio, pero no detectaron ningln
otro pico de induccién cuando se consumia todo el nitrégeno
asimilable. Las diferencias entre estos trabajos pueden estar
relacionadas con las particularidades de crecimiento o con la cepa
utilizada. Nuestras vinificaciones requieren mayores tiempos para
completarse, y tal vez por esta razén sea mas facil diferenciar los
tiempos de agotamiento de amonio y de nitrogeno total. En este
sentido la determinacion de la actividad arginasa podria ser muy
atil en vinificaciones llevadas a cabo a bajas temperaturas, una
tendencia que se esta dando en la actualidad para mejorar el perfil
organoléptico de los vinos. Es importante resaltar que la actividad
arginasa también podria ser util para detectar limitaciones de
nitrégeno en mostos naturales.

Otros marcadores que se identifican o confirman a lo largo de
este trabajo son genes cuya expresion cambia en funcion de la
disponibilidad de nitréogeno. El primero de ellos es ACAl, cuya
induccién en condiciones de limitacion de nitrogeno ya habia sido
descrita por Gasch y col. (2000) para cepas y condiciones de
laboratorio. De acuerdo con nuestros resultados, la expresion de
este gen se correlaciona con la disponibilidad de nitréogeno
asimilable: los niveles de mRNA se mantienen constantes, para
aumentar cuando el nitrégeno es limitante, pero decrecen
rapidamente poco después de la adicion. Ademas de esto, el efecto
de la fase estacionaria en la induccion de este gen no es tan
determinante como en el caso de otros, como por ejemplo CAR1,
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HSP26 o SPI1 (Carrasco y col., 2003; Zuzuarregui y del Olmo,
2004b). Por otro lado se ha confirmado en este trabajo que
algunos genes que son marcadores de la limitaciéon de nitrégeno
en la cepa PYCC4072 en determinadas condiciones de crecimiento
también lo son en la cepa ICV16 en las condiciones utilizadas en
este trabajo (Mendes-Ferreira y col., 2007b). Estos resultados
abren la oportunidad de aplicar estos marcadores a otras cepas
vinicas, mostos o condiciones enoldgicas mas cercanas a las que
se dan en el contexto de la bodega.

En los ultimos afios se han publicado diferentes analisis
globales de la expresion génica bajo condiciones de laboratorio o
de vinificacion con diferentes concentraciones de nitrogeno
disponible (Backhus y col., 2001; Marks y col., 2003; Rossignol y
col., 2003; Varela y col., 2005; Scheners y col., 2006; Mendes-
Ferreira y col., 2007a). Los resultados que hemos encontrado en
nuestro estudio sobre expresién génica son consistentes con los
descritos en estos trabajos, como hemos comentado en el
apartado de resultados. Esta correlacion sugiere que los principales
cambios detectados en el analisis de los niveles del mRNA
responden a la adaptacion de las cepas de levadura a las
condiciones de vinificaciéon y no a un rasgo particular de la cepa
seleccionada en cada estudio. No obstante, las Unicas
publicaciones hasta la fecha sobre el efecto de las adiciones de
nitroégeno en la expresion génica durante la produccion del vino se
limitan a la adicién de arginina (Backhus y col., 2001) o fosfato de
diamonio (Marks y col., 2003; Mendes-Ferreira y col., 2007a,b).
En el primero de estos trabajos se recurre a una aproximacion no
convencional para abordar los problemas fermentativos y se
detectan efectos particulares en la expresion de algunos genes,
por ejemplo en el caso de CAR1, que se induce por agotamiento de
nitrégeno, pero metaboliza arginina. En el segundo de los estudios
citados, la adiciéon de amonio se produce cuando aun queda en el
medio 51 mg/L de nitrégeno, por lo que no encontramos
realmente una situacion de limitacion de nitrogeno. En el tercer
caso la estrategia es similar a la seguida en este estudio. Los datos
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que introducimos en este trabajo dan, por tanto, una vision
completa del efecto que tiene la adicion de diferentes fuentes de
nitrégeno sobre la expresion de algunos genes implicados en el
metabolismo de nitréogeno y la respuesta a estrés. A pesar de las
diferentes aproximaciones metodoldégicas usadas, se han
encontrado algunos resultados similares a los descritos en los tres
trabajos citados. Ademas, cabria destacar que aunque las
vinificaciones se lleven a cabo con diferentes cepas, el patron de
expresion génica analizado por macromatrices muestra similitudes
interesantes después de la adicion de amonio en el caso de los
genes ACA1, GDH1, TDH3 y SPI1 (Mendes-Ferreira y col., 2007b).

Por otro lado, este trabajo introduce nuevos elementos
acerca de los cambios moleculares que tienen lugar durante la
vinificacion. Algunos genes (especialmente ERG10 y GDH1)
presentan una disminucion en los niveles de mRNA durante los
primeros dias de fermentacion y los primeros dias tras las
adiciones de nitrogeno. Estos resultados estan de acuerdo con la
regulacion de la expresion del gen GDH1 por el sistema HAP, que
controla la expresion de los genes involucrados en el metabolismo
de carbohidratos y en la funcion respiratoria (Forsburg y Guarente,
1989). Ademas, nuestros datos demuestran que la adicion de
amonio y aminoéacidos introduce diferentes efectos sobre la
expresion génica, como se puede observar en el caso de ERG10,
GAD1, TDH3 (donde los niveles de expresiéon son menores en el
caso de la adicion de amonio) y GDH1 (con un marcado aumento
de los niveles de mMRNA después de la adicion de dicho
compuesto). Estos resultados sugieren que, aunque las células son
capaces de continuar con la fermentacion en cualquiera de los
casos, existen cambios metabdlicos particulares, dependientes de
la fuente de nitrégeno utilizada, durante las primeras horas tras
las adiciones. De hecho el andlisis transcriptomico global llevado a
cabo comparando la adicion de amonio con la de aminoacidos nos
indica que la primera conduce a una mayor expresion de genes
relacionados con biosintesis de aminoacidos y nucledtidos,
mientras que la segunda resulta en una mayor transcripcion de

175



Resultados

genes que participan en ensamblaje de ribosomas, biosintesis de
proteinas y transporte de aminoacidos.

Los resultados obtenidos mediante los andlisis globales
también proporcionan nuevos datos sobre la relacion entre las
diferencias de disponibilidad de amonio y aminoéacidos y los
mecanismos NCR. En un estudié sobre el efecto del nitrégeno
sobre el trasncriptoma llevado a cabo por Godard y col. (2007) se
afadieron por separado 21 fuentes alternativas de nitrégeno a
células creciendo en condiciones de laboratorio. De acuerdo con
este trabajo, la glutamina tenia un papel mas relevante en los
mecanismos NCR. Nuestro estudio aporta algunos datos en la
misma direccioén; asi, diversos genes regulados por NCR aparecen
mas expresados en los experimentos donde se adiciona amonio
que en aquellos en los que se recurre a aminoacidos (entre los que
se encuentra la glutamina). Ademas nuestros datos muestran que
algunos de los genes sujetos a regulacion por NCR mediante
activadores transcripcionales se encuentran entre aquéllos mas
expresados después de la adicibn de amonio, y la situacion es
similar para los genes diana de los represores transcripcionales
relacionados con los genes NCR. Finalmente, algunos de los
factores transcripcionales que actian como reguladores de la
expresion de los genes NCR estdn mas expresados tras la adicion
de amonio.

Otro resultado interesante del andlisis transcriptomico
mostrado en este trabajo es la identificacibn de numerosos genes
de funcién desconocida con diferencias de expresidon que dependen
de la fuente de nitrégeno adicionada. De todos estos genes, sélo
uno de ellos, el gen YBR147W, se requiere para el crecimiento
optimo cuando la cantidad de nitrégeno disponible en forma de
amonio, aminoacidos concretos o una mezcla de algunos de ellos
es de 240 mg/L (o incluso 1060 mg/L). El mutante en este gen
crece con normalidad en medio YPD (que contiene bactopeptona y
extracto de levadura) por lo que podriamos considerar que
necesita ciertos requerimientos de compuestos que se encuentran
presentes en YPD, sean de nitrégeno o no. A partir de estos datos
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es dificil saber en que proceso molecular podria estar involucrado
este gen, aunque la localizacién de la proteina en la mitocondria
(Reinders y col., 2006) podria sugerir una relacién con las Gltimas
etapas en la obtencibn de energia a partir de compuestos
organicos. Se necesitarian experimentos adicionales para poder
confirmar esta posibilidad.

Con respecto a la influencia del nitrégeno en las propiedades
organolépticas del vino, los datos presentados muestran que las
adiciones de nitrégeno (240 mg N/L) llevadas a cabo en etapas
tempranas de la vinificacion conducen a un aumento en los niveles
de los alcoholes superiores considerados en este analisis (con
respecto a su incorporacion inicial en el mosto). Estos resultados
han sido confirmados posteriormente para diversas cepas vinicas
(Barbosa y col., 2009) y estan de acuerdo con diferentes
experimentos (Ayrapaa, 1968; Beltran y col., 2005) que sugieren
que tanto las rutas catabdlicas como anabdlicas relacionadas con
la sintesis de alcoholes superiores en levadura pueden disminuir en
vinificaciones limitantes tras adiciones de nitrégeno. Ademas, el
incremento en los niveles de estos compuestos, especialmente del
2-feniletanol, es mas importante en el caso de la adiciébn de
aminoéacidos. Este resultado se correlaciona con el incremento en
la formacion total de los alcoholes superiores correspondientes a la
valina, la leucina o isoleucina cuando se adicionan estos
aminoacidos (Pierce, 1987) o cuando se incrementan las
actividades de las transaminasas de aminoacidos ramificados (Lilly
y col., 2006). Se debe mencionar que se realizaron experimentos
complementarios con adiciones de aminoacidos ramificados; sin
embargo, no se analiz6 el perfil organoléptico en el producto final
porgue el nitrégeno se consumia rapidamente y la fermentacion no
se completaba.

Los datos transcriptomicos globales proporcionan una
respuesta para este efecto de la adicion de aminoacidos en los
niveles de 2-feniletanol a nivel molecular. La produccion del 2-
feniletanol requiere la descarboxilacion del fenolpiruvato a
fenilacetaldehido. La expresion del gen ARO10 (que codifica la
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piruvato descarboxilasa mas relevante a nivel fisiolégico en las
cepas silvestres para llevar a cabo esta reaccion (Vuralhan y col.,
2003)) se incrementa unas 14 veces tras la adicion de
aminoacidos cuando la comparamos con la de amonio.

La adicion de aminoacidos, con respecto a la de amonio, da
como resultado una disminucién de los niveles de acetato de etilo
y un aumento de las concentraciones de acetato de 2-feniletilo. La
disminucion detectada en el primer caso es coincidente con lo
descrito por otros autores (Beltran y col., 2005).

Segun estos resultados, una adicibn moderada de
aminoacidos en fases tempranas de la vinificacion puede ser
beneficiosa para las propiedades organolépticas del vino; es
importante, sin embargo, controlar el aumento de los alcoholes
superiores, porque concentraciones que excedan de los 400 mg/L
pueden tener un efecto perjudicial en la calidad del vino (Rapp y
Versini, 1999). La adicion en este punto es mejor que al principio
del proceso porque resulta en una disminucién en los niveles de
acetato de etilo y un aumento de éste no es deseable ya que
podria dominar la totalidad del perfil aromatico y menguar la
complejidad del aroma (Boulton y col., 1996).

Se ha descrito que la naturaleza de la cepa de levadura
inoculada en el mosto influye en la formacion de alcoholes
superiores y ésteres (Fleet y Heard, 1993; Lambrechts y Pretorius,
2000; Swiegers y col., 2007). En el caso de la levadura ICV16, de
acuerdo con los niveles de alcoholes superiores (especialmente del
alcohol isoamilico) encontrados en este trabajo, la concentracion
de los ésteres correspondientes son menores a lo esperado (no
hemos podido cuantificar de una manera precisa los niveles del
acetato de isobutilo debido a sus bajas cantidades). Esto se puede
explicar si los niveles de los acetatos son mas dependientes de los
niveles de acetil-CoA que de los de los alcoholes precursores
(Beltran y col., 2005). Existe una explicacion alternativa; asi, otros
autores, consideran que el balance entre las actividades de las
alcohol acetiltransferasas y las esterasas determina los niveles de
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los acetatos formados por las levaduras vinicas (Fukuda y col.,
1998; Lambrechts y Pretorius, 2000; Verstrepen y col., 2003).

De acuerdo con todos nuestros datos, la composicion de
nitrégeno del mosto puede ser mas importante para el perfil
aromatico del vino de lo que hasta ahora se creia, como han
sugerido también otros autores (Hernandez-Orte y col., 2002,
2005). También resultados recientes, en donde se ha analizado la
produccién de compuestos que configuran el aroma del vino en
varias cepas vinicas con diferentes disponibilidades de nitrégeno,
sugieren que la concentracion de las fuentes nitrogenadas podria
ser mas relevante incluso que la cepa vinica seleccionada en la
determinacion de los niveles de muchos de dichos compuestos
(Mendes-Ferreira y col., 2009). Podria, por tanto, modularse la
produccién de las moléculas que determinan el aroma del vino
seleccionando el nivel y naturaleza del compuesto nitrogenado
analizado, asi como, la temperatura o la cepa vinica responsable
de la vinificacion (Molina y col., 2007; Saerens y col., 2008).
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CAPITULO 2

Estudio de la respuesta de la levadura Saccharomyces
cerevisiae frente al estrés causado por elevadas
concentraciones de azucar

Una de las condiciones que pueden afectar a las células
durante su crecimiento es el estrés osmodtico. En determinados
ambientes (por ejemplo, durante la produccion de bebidas
alcohdlicas) las levaduras tienen que adaptarse a un tipo particular
de estrés osmotico, el causado por las altas concentraciones de
azUcares presentes en el mosto. Los cambios moleculares y las
rutas relacionadas con la respuesta al estrés causado por sal o
sorbitol se conocen ampliamente (Gasch y col., 2000; Posas y col.,
2000; Rep y col., 2000; Causton y col., 2001; Yale y Bohnert,
2001; Hirasawa y col., 2006), pero la informacién es menor sobre
como las células de levadura responden a elevadas
concentraciones de azUcares.

En este capitulo se presenta un estudio de la respuesta a
esta forma de estrés considerando la cepa de laboratorio W303-1a.
Aunqgue en otros trabajos se ha analizado los cambios que ocurren
al nivel transcriptémico cuando se someten células de levadura a
este tipo de situaciones (Kaeberlein y col., 2002; Erasmus y col.,
2003), en nuestros experimentos intentamos acercarnos mas al
estado de las levaduras en el momento de la inoculacion en el
mosto, por lo que se utilizan células afectadas ya por condiciones
de estrés. Se debe recordar en este sentido que las levaduras
inoculadas en el mosto han sido sometidas a diversas situaciones
adversas para su crecimiento, segun se ha descrito en la
introduccién de esta Tesis.
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1. Descripcidn general de la respuesta transcriptomica
global a elevadas concentraciones de glucosa

El protocolo de crecimiento que se siguidé para intentar
entender la respuesta molecular de la levadura frente a elevadas
concentraciones de glucosa fue crecer células de la cepa W303-1a
en medio YPD durante 14-16 horas y tras este tiempo inocular
5.10° células/mL tanto en YPD como en YP20. Las células se
recogieron tras una hora en estos medios y se extrajo el RNA
como se ha descrito en el apartado 2.3.5 de Materiales y Métodos.
La hibridacion de las micromatrices se realiz6 siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 1.3 de Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos fueron tratados estadisticamente
con el paquete informatico ARRAY STAT para seleccionar
solamente aquellos genes con diferencias de expresion entre las
dos condiciones ensayadas en al menos dos de las cuatro réplicas
realizadas.

Los analisis llevados a cabo revelaron que el numero de
genes que mostraban una expresion diferencial estadisticamente
significativa era de 311 si se consideraban variaciones de niveles
superiores a 2. De todos estos genes, en el caso de 56 la
expresion era mayor en medio YP20 (20% de glucosa) que en
medio YPD (2% de glucosa), mientras que 255 mostraban el
comportamiento contrario.

1.1. Genes mas expresados en 20% de glucosa

Al igual que en el capitulo anterior, utilizamos Ila
herramienta FUNC ASSOCIATE para determinar categorias
estadisticamente significativas en las cuales se puedan agrupar los
genes diferencialmente expresados. Estas categorias se describen
en la Tabla C2.1.
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Tabla C2.1. Agrupacion en categorias funcionales mediante FUNC
ASSOCIATE de los genes expresados mas de 2 veces tras 1 hora
en 20% de glucosa (YP20) que después del mismo tiempo en 2%
de glucosa (YPD).

X P Categoria
4 15 7,1-10° Metabolismo del glicerol
4 26 7,210 Metabolismo de polioles
14 407 8,3-10° Respuesta a estimulos quimicos

N representa el nimero de genes de cada categoria que aparecen en nuestro
experimento, X el niumero total de genes de dicha categoria 'y P el p-valor.

La aplicacion de la herramienta GO Term Finder (Tabla
C2.2) a estos genes permitio encontrar también
sobrerrepresentadas las categorias de metabolismo de glicerol y
respuesta a estimulos quimicos.

Tabla C2.2. Distribucién en las diferentes categorias funcionales
segun el GO Term Finder de los genes mas expresados tras 1 hora
en medio YP20 que tras el mismo tiempo en medio YPD,
considerando diferencias superiores a 2 entre ambas condiciones.

Genes con mayor expresion

Categoria tras 1 hora en 20% glucosa

METABOLISMO DE CLICEROL GPD1, DAK1, HOR2, RHR2

HSP12, ATR1, YDLO23C, PRM1,
RESPUESTA A ESTIMULOS QUIMICOS |MIG2, NCA3, SPI1, YPR1, RHR2,
AGA1, MSN2, YHK8

En el anexo 2, que se puede encontrar en el CD adjunto,
aparece una archivo con los datos de expresion relativa YPD/YP20.
Es interesante destacar que aparecen otros genes con
diferencias de expresion elevadas entre las dos condiciones que no
estan dentro de las categorias sefialadas, como por ejemplo,
varios trasportadores de hexosas (HXT1 y HXT5, con un cambio de
expresion de 8,3 y 3,8, respectivamente) y 15 genes de funcion
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desconocida  (YGRO52W, YJL107C, YHRO87W, YMR244W,
YNL193W, YGRO35C, YGR243W, YCLO47C, YHRO33W, YDR222W,
YLRO42C, YML131W, YHR048W, YOR062C e YLR108C).

1.2. Genes mas expresados en 2% de glucosa

Cuando se consideran genes mas expresados en medio YPD
en comparacion con YP20 y con valores diferenciales mayores a 2
veces mediante la herramienta FUNC ASSOCIATE se encuentran
las categorias mostradas en la Tabla C2.3.

Tabla C2.3. Agrupacion en categorias funcionales mediante FUNC
ASSOCIATE de los genes expresados mas de 2 veces en YPD en
comparacion con YP20.

N X P Categoria

42 327 7,5-10?  Generacién de metabolitos precursores y energia
34 220 5,3-10' Respuesta a estimulos de temperatura

26 128 3,5-10'? Biosintesis de aminoéacidos

39 298 2,6-10' Metabolismo de compuestos nitrogenados
Metabolismo de los aminoacidos de la familia de
la glutamina

10 29 9,2.10®  Ciclo de los Acidos tricarboxilicos

35 308 1,4-10® Respuesta a estimulos abiéticos

18 63 2,0-1012

5 6 5,8-:107 Complejo ATP-sintasa transportador de protones
33 322 4,5-107 Metabolismo de carbohidratos
14 66 2,3-107 Cadena de transporte electrénico

29 252 2,1-107  Oxidacién de compuestos organicos

7 13 2,1-107  Biosintesis de glutamato

19 146 4,9-10° Metabolismo coenzimas

6 12 2,9-10°® Metabolismo del etanol

9 32 2,9-10°  Glicolisis

Metabolismo de nucleobases, nucleésidos y
nucledtidos

7 16 1,3-10°  Metabolismo de la arginina

24 204 1,7-10°
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Tabla C2.3. Continuacién

N X P Categoria

9 29 1,2-10°  Metabolismo del piruvato

12 74 3,2:10°  Respiracién aerébica

11 61 2,4-10°  Unién de vitaminas

7 23 2,2:10°  Metabolismo de los aminoacidos ramificados

N representa el nimero de genes de cada categoria que aparecen en nuestro
experimento, X el niumero total de genes de dicha categoria 'y P el p-valor.

La Tabla C2.4 incluye una descripciéon mas detallada de las
categorias funcionales y de los genes con niveles de expresion
superiores a 2 en medio YPD frente al medio YP20 proporcionada
por la herramienta GO Term Finder del SGD.

Tabla C2.4. Distribucion en las diferentes categorias
funcionales segun el GO Term Finder de los genes mas expresados
tras 1 hora en medio YPD que tras el mismo tiempo en medio
YP20, considerando diferencias superiores a 2 entre ambas
condiciones.

Genes con mayor expresion tras 1

Categoria hora en 296 de glucosa

ATP2, STF1, COX4, COX6, ATP3,
COX5A, QCR2, SDH1, ATP1, SDH2,
Fosforilacion oxidativa | COX8, QCR10, ATP7, INH1, QCRS,
ATP14, ATP16, ATP5, NDI1, SDH4,
ATP17, QCR6

COX4, CIT1, COR1, SDH1, MDH1,
SDH2, PET9, QCR10, ACO1, QCRS,
POR1, LSC2, COQ5, SDH4, LSC1,
IDH2, QCR6

Respiracion aerébica

GENERACION DE
METABOLITOS

YJR120W, PDC1, PDCS5, YLR294C,

Otras rutas NDE1, ADH5, NTH1

PRECURSORES Y ENERGIA
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Tabla C2.4. Continuacién

Genes con mayor expresion en

Categoria 2% de glucosa
Aminoacidos de la CIT1, ARG4, CAR2, GDH1, ARG5,6,
8 familia de la glutamina | PUT1, ACO1, GLT1, CIT2, CPA2, IDH2
2 Aminoécidos LEU4, LEU2, ILV2, BAT1, LEUL
3 ramificados
8 Arginina ARG4, ARG5,6, PUT1
IS HIS1, GDH1, ARO1, MET17, TRP4,
< Otros aminoéacidos ARO4, HIS4, MSF1, ASN1, MET16,
GCN4
g sﬁgﬁgigdgz ATP2, STF1, ATP3, ATP1, ATP7, INH1,
i) ] ATP14, ATP5, ATP16, ATP17
o | 5 purina
£ % Nucleésidos
e E g trifosfato de PYC2, ZWF1, NDE1, ADH5, PYC1
(% g pirimidina
= © CIT1, SDH1, MDH1, SDH2, ACO1,
8 Otros coenzimas LSC2, COQ5, SDH4, LSC1, IDH2,
|<£ ECM4
g ATP2, STF1, COX4, COX6, ATP3,
COX5A, SDH1, ATP1, SDH2, PHOS5,
Fésforo COX8, QCR10, PHO3, ATP7, SLT2,
PTP2, INH1, QCR8, PHOS81, ATP14,
RCK1, ATP16, ATP5, NDI1, CMK2,
SDH4, ATP17, PHO11, QCR6
Vitaminas PYC2, PHO3, SNZ1, YAT2, ZWF1,
hidrosolubles NDE1, ADH5, RIB5, PYC1, BIO4
TDH1, PDC5, PYC2, FBP26, PDC1,
Acidos monocarboxilicos, | CDC19, TDH2, CRC1, HXK1, ACO1,
monosacaridos, piruvato |ALD4, ACC1, ENO1, CIT2, YAT2,
y/o etanol TDH3, ZWF1, ENO2, NDE1, ADH5,
PYC1, BIO4
GIT1, ATP2, STF1, ATP3, PMP3, ATP1,
TRANSPORTE DE IONES PHO84, ATP7, PHO89, INH1, POR1,
ATP14, CTR1, ATP16, ATP5, ATP17
::E 9 0 Estrés oxidativo NCE103, ZWF1, ASK10, YCLO33C,
200 ACT1
0 2 § AGA2, PST1, MFA1, YDLO38C, ACO1,
2= S Otros estimulos AFR1, MET17, SLT2, PTP2, MET16,
ﬂ ﬂ o GCN4, MIG1, YCR102C, RLM1, OYES,
4

ECM4
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En el anexo 2, que se puede encontrar en el CD adjunto,
aparece una archivo con los datos de expresion relativa YPD/YP20.

De acuerdo con la informacidon dada en las tablas, muchos
de estos genes estan relacionados de alguna manera con el
metabolismo y la generacion de precursores energéticos. De
hecho, una conclusion interesante que podemos extraer de este
analisis es la deteccion de niveles inferiores de mRNA en 20% de
glucosa en el caso de genes relacionados con respiracion,
fosforilacion oxidativa, sintesis de ATP ligada al transporte
electrénico y ciclo de Krebs, lo que sugiere un efecto represor
adicional de estas concentraciones de glucosa con respecto a la del
2%, que no habia sido descrito en los estudios transcriptémicos de
Kaeberlein y col. (2002). Las otras categorias encontradas estan
relacionadas con el transporte y la respuesta a estimulos. Con
respecto a esta ultima categoria, es importante sefialar que en ella
se incluirian genes como HSP104, HSP26 y HSP30 si el valor de
expresion diferencial minimo se hubiera establecido en 1.5 en
lugar de en 2; se trata de genes que se inducen en otras
condiciones de estrés osmotico (Gasch y col., 2000; Posas y col.,
2000; Rep y col., 2000).

Cabe destacar que es dificil distribuir los genes identificados
en categorias funcionales separadas por las conexiones entre los
procesos en los cuales estan involucrados; por esta razén, en
algunos casos, se puede encontrar un mismo gen en distintas
subcategorias en la Tabla C2.4. El efecto de la concentracion de
glucosa en la expresion génica en todas las rutas no es el mismo;
aunque siempre se indica “metabolismo” para simplificar las
tablas, la mayoria de los genes de las categorias de metabolismo
de aminoéacidos y nucledtidos que aparecen en las mismas estan
implicados en procesos biosintéticos. Sin embargo en la categoria
de metabolismo de carbohidratos, la mayoria son genes
relacionados con catabolismo.
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1.3. Validacién de los resultados obtenidos en los andlisis de
micromatrices

Para testar los resultados obtenidos se recurri6 a RT-PCR
semicuantitativa (apartado 2.4.3 de Materiales y Métodos). Con
este propdsito se seleccionaron genes que pertenecen a las
categorias en las cuales los resultados obtenidos en nuestro
analisis no son coincidentes con los descritos en otros estudios
transcriptomicos de respuesta a estrés osmotico: a) generacion de
metabolitos precursores y energia y metabolismo de aminoacidos y
b) respuesta a estrés. Del primer grupo se consideraron los genes
ARG4, ATP2, COX4, SDH2 y QCR2, relacionados con fosforilacion
oxidativa. ciclo de Krebs o metabolismo de aminoacidos. Para el
segundo grupo se escogieron GPD1, HSP104, HSP26, HSP30 y
AQY1. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura C2.1.

A) YPD YP20 B) YPD YP20

ATP2 | ~|— — GPD1

QCR2 |s= s e AQY1

SDH2 I.“* -l HSP26

ARG4 ‘4-—. r—— HSP30

ACT]1l |e== = s G- ACT1 I—--———

Figura C2.1. Andlisis semicuantitativo de la expresion diferencial entre los medios
YPD e YP20 de genes encontrados en el estudio de las micromatrices incluidos en
las categorias de “Generacion de metabolitos precursores y energia” (panel A) y
“Respuesta a estrés” (panel B). El experimento se llevé a cabo mediante
amplificacion de cDNA obtenido 1 hora después de la inoculacién de las células (a
partir de cultivos en YPD durante 16 horas) en los diferentes medios con los
oligonucleotidos especificos para cada gen (descritos en la Tabla M.2). Como
referencia se muestran los resultados obtenidos para el gen ACT1. Las lineas
verticales separan partes del mismo gel.
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Se observa que todos los genes seleccionados estan menos
expresados en 20% de glucosa que en 2%, a excepcion del gen
GPD1, en el que se encuentra una mayor expresion en 20% de
glucosa. Todos estos resultados estan de acuerdo con los
obtenidos en los experimentos de micromatrices, y sugieren, por
tanto, un mayor efecto represor de 20% de glucosa que de 2% de
glucosa. Ademas, indican que, al menos en la aproximacion
experimental seguida en este estudio, la expresion de los genes de
respuesta a estrés no sigue un patrén similar al encontrado en
otras condiciones adversas de crecimiento.

1.4. Influencia de la fase de crecimiento de las levaduras en la
respuesta al estrés osmoético producido por elevadas
concentraciones de azucar

Entre los trabajos publicados sobre respuesta
transcriptomica global frente a altas concentraciones de glucosa
(Kaeberlein y col., 2002; Erasmus y col., 2003), el primero de
ellos siguié una aproximacion experimental mas similar a la
utilizada en nuestro laboratorio. En el estudio de estos autores los
genes relacionados con el metabolismo del glicerol muestran
también niveles de expresion mayores en 20% de glucosa, al igual
que varios de los genes de funcion desconocida detectados en
nuestro analisis. Sin embargo, como ya se ha comentado, no
aparece sobrerepresentada la categoria de generacion de
metabolitos precursores y energia. En la Tabla C2.5 se muestran,
como ejemplo, los niveles de expresiobn de algunos genes
analizados en ambos trabajos. En el caso de COX4 v,
particularmente, ATP2, se observan diferencias entre Ilos
resultados obtenidos.
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Tabla C2.5. Niveles diferenciales de expresion entre YPD e YPD de
algunos genes en el estudio llevado a cabo por Kaeberlein y col.
(2002) y en este trabajo.

Gen Kaeberlein y col. (2002) Este trabajo
ATP2 1,36 0,69 + 0,06
QCR2 0,71 0,68 + 0,09
SDH2 0,56 0,62 + 0,02
ARG4 0,39 0,26 = 0,03
COX4 1,18 0,62 +£0,11
GPD1 2,07 4,29 + 0,99
AQY1 1,04 0,79 £ 0,16
HSP26 1,19 0,85+ 0,14
HSP30 0,74 0,65 + 0,21

HSP104 0,73 0,56 + 0,12

En la aproximacion experimental seguida por por Kaeberlein
y col. (2002), cultivos crecidos durante 16 horas en YPD fueron
diluidos en este mismo medio YPD a una ODgqo de 0,1 y se dejaron
crecer hasta una ODgoo de 0,5; tras ello las células se inocularon
tanto en medio YPD como en YP20 y se dejaron crecer durante 1
hora. Para tratar de determinar la influencia del protocolo de
crecimiento de las levaduras en los resultados transcriptomicos, se
aplicaron estas condiciones experimentales a la cepa W303-1a y se
realizé el analisis semicuantitativo de la expresion de los genes
que se habian escogido en el apartado anterior. Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura C2.2 y son similares a los
descritos en el apartado anterior, es decir, en todos los casos,
excepto en el del gen GPD1, la expresion de los genes escogidos
es menor en levaduras creciendo en medio con elevadas
concentraciones de glucosa.
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A) YPD YP20 B) YPD YP20
ATP2 i GPDl | s st s s
QoR2 Ao |
SDH2 HSP26 | g smm- oo ms
ARG4 HSP30 | g s o e
COX4 HSP104 e . e
ACTL |owen cnme smme sse ACT1 — — ——

Figura C2.2. Andlisis semicuantitativo de la expresion diferencial entre los medios
YPD e YP20 de los genes encontrados en el estudio de las micromatrices incluidos
en las categorias de “Generacion de metabolitos precursores y energia” (panel A) y
“Respuesta a estrés” (panel B). El experimento se llevé a cabo mediante
amplificacion de cDNA obtenido 1 hora después de la inoculacién de las células (a
partir de cultivos pre-diluidos en YPD durante 4 horas) en los diferentes medios con
los oligonucleétidos especificos para cada gen (descritos en la Tabla M.2). Como
referencia se muestran los resultados obtenidos en el caso del gen ACT1. Las lineas
verticales separan partes del mismo gel.

La menor expresion de los genes de respuesta a estrés en
alta glucosa podria ser debida al estrés al que ya estaban
sometidas las levaduras (en nuestra aproximacion experimental
inicial) o a no haberse recuperado de dicha situacion (en el
protocolo de Kaeberlein y col., 2002) antes de la inoculacion en
20% de glucosa. Para analizar esta posibilidad se consideré una
tercera aproximacion experimental, en la cual los cultivos se
mantuvieron en fase de crecimiento exponencial durante unas 16
horas y las células se inocularon en medios frescos, tanto YPD
como YP20. De esta manera, las células no pasan por ninguna
situacion de estrés anterior al causado por las elevadas
concentraciones de glucosa. En la Figura C2.3 se muestran los
resultados obtenidos en este andlisis, que no coinciden con los
descritos hasta el momento. En este caso todos los genes ven
aumentada su expresion tras 1 hora creciendo en medio YP20 con
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respecto a medio YPD. Resulta llamativo que el incremento en la
expresion ocurra no solo en los genes de respuesta a estrés sino
también en aquéllos implicados en respiracion.

A) YPD YP20 B) YPD YP20

ATP2 | s agme| GPDL | e
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Figura C2.3. Andlisis semicuantitativo de la expresion diferencial entre los medios
YPD e YP20 de los genes encontrados en el estudio de las micromatrices incluidos
en las categorias de “Generacion de metabolitos precursores y energia” (panel A) y
“Respuesta a estrés” (panel B). El experimento se llevd a cabo mediante
amplificacion de cDNA obtenido tras 1 hora después de la inoculacién de las células
(a partir de cultivos en YPD en fase exponencial durante 16 horas) en los diferentes
medios con los oligonucledtidos especificos para cada gen (nombrados en la Tabla
M.2). Se muestran como referencia los resultados obtenidos para el gen ACT1. Las
lineas verticales separan partes del mismo gel.

1.5. Influencia de la naturaleza de los azlcares que determinan el
estrés osmotico en la respuesta al mismo

Los mostos naturales que se utilizan en la fermentacion del
vino presentan una composicion diferente a la estudiada hasta el
momento, alrededor de 10% de glucosa y 10% de fructosa. Por
este motivo se incluyd una condicién de crecimiento adicional, en
la cual las elevadas concentraciones de azucares son debidas a
una mezcla equimolar de glucosa y fructosa con una concentracion
final de 200 g/L (medio YPHS). Las células fueron crecidas en
medio YPD siguiendo las mismas condiciones experimentales
seguidas para el experimento de micromatrices (precultivo de 16
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horas a partir del cual se inocularon en YPHS y en YPD, en donde
se incubaron durante 1 hora adicional). Los resultados obtenidos
se muestran en la Figura C2.4.

n n
A o8¢ B) o g ¢
> £ £ S &£ =
e ATP2 - e | GPD1
— QCR2 - AQY1
SDH2 P— HSP26
ARG4 — HSP30
_— e === COX4 e s e | HSP104
i s s | ACT1 e e s | ACTL

Figura C2.4. Andlisis semicuantitativo de la expresion diferencial entre los medios
YPD, YP20 e YPHS de los genes encontrados en el estudio de las micromatrices
incluidos en las categorias de “Generacion de metabolitos precursores y energia”
(panel A) y “Respuesta a estrés” (panel B). El experimento se llevé a cabo
mediante amplificacién de cDNA obtenido 1 hora después de la inoculacion de las
células (a partir de cultivos en YPD durante 16 horas) en los diferentes medios con
los oligonucleoétidos especificos para cada gen (nombrados en la Tabla M.2). Se
muestran como referencia los resultados obtenidos para el gen ACT1.

Los resultados encontrados en YPHS coinciden con los
observados anteriormente en medio YP20, por lo que se puede
concluir que la naturaleza de la fuente de azlcar que interviene en
el estrés osmotico (glucosa o fructosa) no esta relacionada con la
respuesta a este tipo de estrés y que la mayor represion respecto
a 2% de glucosa se consigue tanto con 10% como con 20% de
glucosa.
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2. Implicaciéon de las rutas de transduccion de sefales
relacionadas con la respuesta a estrés en condiciones de elevadas
concentraciones de glucosa

De acuerdo con los datos de las micromatrices, el estrés
osmoético que tiene lugar en condiciones de vinificacion presenta
caracteristicas particulares cuando se compara con otras
condiciones de estrés osmotico. Por esta razén, se considera en
este trabajo la implicacion de diversas rutas de transducciéon de
sefiales relacionadas con la respuesta a otras formas de estrés:
HOG, TOR, PKA, FGM vy fosfatidilinositol. Las cepas que se
utilizaron para estos experimentos estan incluidas en la Tabla M.3
de Materiales y Métodos. Hay que mencionar que, debido al
particular origen de cada uno de los mutantes, se utilizaron
también las correspondientes cepas silvestres para poder
comparar los resultados.

2.1. Estudio del crecimiento de los mutantes en YP20

En primer lugar, se hicieron diluciones seriadas a partir de
cultivos de cada uno de los mutantes en las diferentes rutas de
transduccion de sefiales antes mencionadas (asi como de sus
correspondientes cepas silvestres) y se aplicaron en placas de YP
conteniendo 2% de glucosa, sorbitol 1M, 20% de glucosa (la
actividad de agua en estas dos Ultimas condiciones es similar:
0,981 y 0,981; Chen, 1989; Comesafa y col., 2001) y 25% de
glucosa. Las placas se incubaron hasta la deteccién de crecimiento.
La Figura C2.5 muestra los resultados obtenidos en las cepas
silvestres y mutantes en HOGl y SCH9. Sé6lo se observaron
defectos de crecimiento en el mutante hoglA. Para el resto de
mutantes se obtuvieron resultados muy similares a los
encontrados para la cepa KMY52 (datos no mostrados).
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Figura C2.5. Implicacion de la ruta HOG en la respuesta a estrés por elevadas
concentraciones de glucosa. Diluciones seriadas a partir de cultivos crecidos en YPD
durante 16 horas se aplicaron en placas de YPD, YP20, YP25 e YPD conteniendo
sorbitol 1M. Las placas se incubaron hasta que el crecimiento fue detectado. La
Figura muestra los resultados obtenidos en un experimento representativo. El

mutante Asch9 y su correspondiente cepa silvestre se incluyeron también como
indicativo del comportamiento de los otros mutantes considerados en este analisis.

2.2. Andlisis de la expresion de los genes GPD1 y HSP104 en
condiciones de alta concentracién de glucosa en mutantes en rutas
de transduccion de sefales

En algunos de los mutantes antes mencionados se analizd
la expresion de dos genes cuyos niveles de mRNA se ven afectados
en 20% de glucosa, siguiendo siempre las mismas condiciones
experimentales en las que se llevaron a cabo las micromatrices.
Con este fin, las muestras se obtuvieron a 0, 10, 20, 40 y 60
minutos después de transferir las células a un medio conteniendo
20% de glucosa. Los genes que se eligieron para este analisis
fueron GPD1 (debido a sus elevados niveles de expresidon en
cualquiera de las condiciones de estrés osmotico descritas) y
HSP104 (para intentar determinar las particularidades de su
expresion en condiciones de altas concentraciones de glucosa con
nuestro procedimiento experimental).

2.2.1. Ruta HOG

La ruta HOG esta principalmente relacionada con la
adaptacion de las levaduras a situaciones de estrés hiperosmatico
(revisado en Hohmann y Mager, 2003). En estas condiciones, la
activacion por fosforilacion de Hoglp (MAPK) (Posas y col., 1998b,
Hohmann y Mager, 2003) conduce a un aumento del contenido
intracelular de glicerol debido al incremento de la expresion del
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gen GPD1 (Albertyn y col.,, 1994), y a la inactivacion del
transportador especifico de glicerol Fpslp (Luyten y col., 1995). En
la Figura C2.6 se observa la cinética de expresion de los genes
estudiados en el mutante de la ruta HOG y en su correspondiente
cepa silvestre en las condiciones experimentales utilizadas en este

trabajo.
Figura C2.6. Expresion de GPD1 (A) y HSP104 (B) en condiciones de estrés por
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elevadas concentraciones de glucosa en las cepas TM141 (WT) y TM233 (Ahogl).
Células procedentes de cultivos de 16 horas en YPD se inocularon en YP20 a una
ODeoo de 0,3. Las muestras se extrajeron a 0, 10, 20, 40 y 60 minutos para el
analisis del RNA con sondas disefiadas para la deteccion especifica de estos genes
(Tabla M.2 de Materiales y Métodos). Los valores han sido normalizados con el gen
ACT1 y referidos a los encontrados a tiempo O en la cepa silvestre. Se incluye la
media y la desviacion estandar de tres muestras independientes.

La expresion del gen GPD1 en la cepa silvestre (TM141) se
incrementa en 20% de glucosa, alcanzando un maximo de casi 5
veces a los 10 minutos. En la cepa mutante (TM233) la induccion
es menor (2,5 veces) y mas lenta (maximo a los 20 minutos). Esto
indica una cierta implicacion de esta ruta no solo en respuesta al
estrés osmatico causado por sal o sorbitol (Posas y col., 2000; Rep
y col., 2000) sino también frente a elevadas concentraciones de
glucosa.

Los cambios transcripcionales detectados en la expresion de
GPD1 en la cepa silvestre deberian estar relacionados con un
incremento en la fosforilacion de Hoglp, como ocurre en otras
condiciones de estrés osmadtico, como la provocada por KCI 0,7M
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(Tomas-Cobos y col., 2004). Como se puede observar en la Figura
C2.7, la fosforilacion de Hoglp en las cepas silvestres TM141 y
W303-1a es similar en medio SC conteniendo una concentracién
0,7M de KCI que en SC con 20% de glucosa (SC20), mientras que
en el medio SC es practicamente inapreciable. Como control
negativo se utilizé la cepa mutante en HOG1.

SC SC20 SC 0,7M KClI
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Figura C2.7. Andlisis de la fosforilacion de Hoglp en condiciones de estrés
osmotico. Células creciendo en medio SC conteniendo 2% de rafinosa y 0,05% de
glucosa en lugar de 2% de glucosa se transfirieron a medios SC (conteniendo 2%
de glucosa), SC20 (conteniendo 20% de glucosa) y SC 0,7M KCI. Tras 10 minutos
de incubaciéon las células se recogieron y se prepararon extractos proteicos. Se
muestra la deteccion de la forma fosforilada de Hoglp por inmunodeteccidon usando
anticuerpos anti fosfo p-38 MAPK. Como control de carga se incluye el gel de
poliacrilamida tefiido con Comassie. El experimento se llevé a cabo con las cepas
silvestres W303-1lay TM141 y la cepa TM233 (4dhogl).

Con respecto a la expresion del gen HSP104 en las cepas
TM141 y TM233 (Figura C2.6), se observa una disminuciéon con el
tiempo de incubacién en YP20. Los niveles basales en la cepa
mutada son practicamente la mitad de los de la cepa silvestre,
pero a los 60 minutos de la inoculacién se obtienen finalmente
valores de expresion muy similares en ambas cepas.

2.2.2. Ruta TOR

La ruta de sefalizacion TOR (Target Of Rapamycine) activa
el programa de crecimiento celular en respuesta a nutrientes como
el carbono o el nitrégeno (Barbet y col., 1996; Thomas y Hall,
1997; Noda y Ohsumi, 1998; Beck y Hall, 1999). En S. cerevisiae
las quinasas homodlogas Torl y Tor2 controlan la sintesis y
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degradacion de proteinas citoplasmaticas a través de la proteina
Tap42p, altamente conservada (Di Como y col., 1996; Schmidt y
col., 1998; Dennis y col., 1999).

Para entender la implicacion de la ruta TOR en la respuesta
frente al estrés causado por elevadas concentraciones de glucosa
se analiz6 en primer lugar la expresion de los genes GPD1 y
HSP104 en cultivos de la cepa de laboratorio W303-1a tratados y
no tratados con rapamicina (100 pug/mL) durante 2 horas. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura C2.8.

En el caso del gen GPD1 (panel A), la expresion de este gen
se induce en ambas condiciones, alcanzando el méaximo a los 30
minutos en ausencia de rapamicina y a los 20 en presencia de la
misma. Los valores maximos de induccion de la cepa tratada son
aproximadamente la mitad que en la cepa no tratada.
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Figura C2.8. Expresion de GPD1 (A) y HSP104 (B) en condiciones de estrés por
elevadas concentraciones de glucosa en la cepa W303-1a cuando ha sido tratada
(W303-1la+rap) y no tratada (W303-1a) con rapamicina durante 2 horas. Células
procedentes de cultivos mantenidos en fase exponencial durante 16 horas en YPD
se inocularon en YPD o en YPD conteniendo rapamicina (100 pg/mL) a una ODsggo
0,1 y se incubaron durante 2 horas. A continuacion se transfirieron a YP20
quedando los cultivos a ODgoo de 0,3. Las muestras se extrajeron a 0, 10, 20, 40 y
60 minutos para el analisis del RNA con sondas disefiadas para la deteccion
especifica de estos genes (Tabla M.2 de Materiales y Métodos). Los valores han sido
normalizados con el gen ACT1 y se han referido a los encontrados a tiempo O en la
cepa silvestre. Se incluye la media y la desviacion estandar de tres muestras
independientes.

En cuanto al gen HSP104 (panel B), en ausencia de
tratamiento con rapamicina, los niveles de expresion alcanzan
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valores de induccién de aproximadamente 2 veces entre los 10 y
los 30 minutos. Como se ha descrito en el apartado 1.5, este
aumento es debido al crecimiento exponencial previo a la
aplicacion del estrés. La cepa tratada con rapamicina, presenta
inicialmente niveles ligeramente inferiores que apenas varian
durante los diferentes tiempos.

Ambos resultados estan de acuerdo con datos obtenidos por
Inoki y col. (2005) y Waullschleger y col. (2006), segun los cuales
cuando la ruta TOR esta inactivada por la presencia de rapamicina,
se observa una bajada en los niveles de transcripcion.

También se estudid la cinética de expresion de los genes
escogidos en dos series de cepas relacionadas con la ruta TOR. La
primera de ellas incluye el mutante Atorl (MH349-3d) y la cepa
silvestre JK9-3d y la segunda dos mutantes diferentes de TOR2 y
su cepa silvestre correspondiente (SH200), mutante en TORL1.

Con respecto al gen GPD1, en el mutante Atorl (panel A)
de detectan niveles de expresion bajos tanto en condiciones
basales como de alta glucosa, siendo la maxima induccién
encontrada 2,5 veces menor que en la cepa silvestre. Por otro
lado, la cepa SH229 muestra un patron de expresion similar al de
la cepa SH200, excepto por presentar su maximo nivel 1 hora
después de haber aplicado el estrés. Sin embargo, en la cepa
SH221, la induccion de GPD1 es mucho mayor y mas rapida.

En el caso del gen HSP104 (panel B), los datos obtenidos
para las cepas silvestres difieren de los observados en las otras
consideradas anteriormente (W303-1la y TM141), puesto que no
hay efectos significativos en su expresion en condiciones de estrés
por altas concentraciones de glucosa. En la cepa mutante Atorl
(MH349-3d), los niveles de mRNA son menores que para la cepa
silvestre correspondiente en cualquiera de los puntos considerados
y la expresion se incrementa a lo largo del tiempo con una
induccion méxima de 1,8 veces. Cuando consideramos los
mutantes termosensibles en TOR2 (cepas SH221 y SH229), la
interpretacion de los resultados es mas complicada, ya que la
expresion de este gen se incrementa debido a choque térmico. En
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el caso de SH229, la expresion de HSP104 decrece con el tiempo
durante los primeros 40 minutos. En SH221 es mayor incluso
antes de aplicar el estrés osmoético y permanece sin cambios
destacados, de forma similar a lo que le ocurre en la cepa de
referencia SH200 utilizada en este experimento.
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Figura C2.9. Expresion de GPD1 (A) y HSP104 (B) en condiciones de estrés por
elevadas concentraciones de glucosa en las cepas JK9-3d, MH349-3d, SH200,
SH221 y SH229. Células procedentes de cultivos de 16 horas en YPD se inocularon
en YPD a una ODgqo de 0,3 y se incubaron durante 1 horas a 37°C. Acontinuacion se
transfirieron al medio YP20. Las muestras se extrajeron a 0, 10, 20, 40 y 60
minutos para el andlisis del RNA con sondas disefiadas para la deteccion especifica
de estos genes (Tabla M.2 de Materiales y Métodos). Los valores han sido
normalizados con el gen ACT1 y se han referido a los encontrados a tiempo O en la
cepa silvestre. Se incluye la media y la desviacion estandar de tres muestras
independientes.
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Estos resultados indican que la ruta TOR participa en cierta
medida en la regulacion de la expresion génica en estas
condiciones de estrés.

2.2.3. Ruta PKA

Para la levadura S. cerevisiae la adicion de azlcares
fermentables desencadena la activacion de la adenilato ciclasa vy,
con ello, la produccion de un pico pronunciado de niveles de cAMP
(Mbonyi y col., 1990). El cAMP activa la PKA, uniéndose a sus dos
subunidades reguladoras, codificadas por el gen BCY1, permitiendo
su disociacion de las tres subunidades cataliticas, codificadas por
los diferentes genes TPK, parcialmente redundantes (TPK1, TPK2 y
TPK3) (Toda y col., 1987a,b). PKA contrarresta la respuesta
general a estrés comprometiendo la translocacion nuclear de los
factores de transcripcion Msn2p y Msn4p (Gorner y col., 1998;
Garreau y col., 2000).

Hace algunos afios se aislaron diversos mutantes de
levadura (tpk1"™, tpk2"' y tpk3") que mostraron una actividad
reducida de la protein-quinasa dependiente de cAMP; en estas
cepas dos de los genes TPK estan delecionados mientras que el
tercero esta parcialmente inactivado (Nikawa y col., 1987).
Andlisis llevados a cabo con estos mutantes han permitido
entender las contribuciones de cada uno de los genes TPK en
procesos diversos (Mbonyi y col., 1990; Roberston y Fink, 1998;
Robertson y col, 2000). Asi, TPK3 inhibe el -crecimiento
pseudohifal, mientras que TPK1l se requiere para la desrepresion
de los genes de biosintesis de aminoacidos ramificados y tendria
un papel secundario en el mantenimiento de los niveles de hierro y
en la estabilidad del DNA mitocondrial. TPK2 es esencial para el
crecimiento pseudohifal y regula negativamente genes implicados
en la captacion de hierro y positivamente genes implicados en la
degradacion de trehalosa y homedstasis del agua; parece tener un
papel fundamental en el crecimiento respiratorio y el uso de
diferentes fuentes de carbono. De acuerdo con estos datos
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optamos por llevar a cabo nuestros experimentos con la cepa que
tiene parcialmente inactivado TPK2 y delecionados TPK1 y TPK3.
La inducciéon del gen GPD1 (panel A) en la cepa silvestres SP1 es
transitoria, como en las cepas consideradas anteriormente. Cabe
destacar, sin embargo, que los valores maximos de expresion son
superiores (—200 veces) y se alcanzan mas tarde (a los 40
minutos de aplicar la condicién de estrés). En los mutantes con
actividad de la PKA reducida (cepas S15-5b y RS13-7C-1), la
cinética de expresion sigue un patrén similar al encontrado para la
cepa silvestre SP1, pero los niveles de inducciéon son 1,5-1,6 veces
mayores.
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Figura C2.10. Expresion de GPD1 (A) y HSP104 (B) en condiciones de estrés por
elevadas concentraciones de glucosa en las cepas SP1, S15-5B y RS13-7C-1.
Células procedentes de cultivos de 16 horas en YPD se inocularon en YP20 a una
ODeoo de 0,3. Las muestras se extrajeron a 0, 10, 20, 40 y 60 minutos para el
analisis del RNA con sondas disefiadas para la deteccion especifica de estos genes
(Tabla M.2 de Materiales y Métodos). Los valores han sido normalizados con el gen
ACT1 y se han referido a los encontrados a tiempo O en la cepa silvestre. Se incluye
la media y la desviacion estandar de tres muestras independientes.

En el caso del gen HSP104 (panel B) los resultados de la
cepa silvetre SP1 difieren de los encontrados en las cepas TM141
(Figura C2.6) y JK9-3d (Figura C2.9) ya que no se observan
cambios destacados en los niveles de expresion de este gen en las
condiciones experimentales testadas. En los mutantes de la PKA
considerados tampoco se observa efecto alguno durante la
incubacion en YP20. Estos resultados podrian sugerir una
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implicacion parcial, dependiente del gen considerado, de la ruta
PKA en la respuesta a elevadas concentraciones de glucosa.

2.2.4. Mecanismo FGM

El mecanismo FGM (Fermentable Growth Medium) integra
la respuesta de las levaduras frente a la disponibilidad de
diferentes nutrientes, incluyendo Ilas fuentes de carbono
fermentables. Sch9p se ha descrito en el mecanismo FGM como
regulador en respuesta a carbono y nitrdgeno, que actiua de
manera independiente al cAMP, controlando -caracteristicas
fenotipicas que estan afectadas por PKA, como es la resistencia a
estrés (Crauwels y col., 1997; Thevelein y De Winde, 1999). Sch9p
parece operar de manera paralela con respecto a las quinasas
TOR: podria controlar los cambios transcripcionales de los genes
de respuesta a estrés principalmente via Gislp y Riml5p, mientras
que TOR lo haria via Mns2/4p y Rim15p (Roosen y col., 2005).

Los perfiles de expresion obtenidos para el mutante Asch9
(cepa KMY52) y su cepa control en nuestras condiciones
experimentales se muestran en la Figura C2.11.
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Figura C2.11. Expresion de GPD1 (A) y HSP104 (B) en condiciones de estrés por
elevadas concentraciones de glucosa en las cepas W303-1la y KMY52. Células
procedentes de cultivos de 16 horas en YPD se inocularon en YP20 con una ODgoo
de 0,3. Las muestras se extrajeron a 0, 10, 20, 40 y 60 minutos para el andlisis del
RNA con sondas disefiadas para la deteccion especifica de estos genes (Tabla M.2
de Materiales y métodos). Los valores han sido normalizados con el gen ACT1 y se
han referido a los encontrados a tiempo O en la cepa silvestre. Se incluye la media
y la desviacion estandar de tres muestras independientes.
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Como en los casos anteriores la expresion del gen GPD1
(panel A) se ve incrementada en la cepa W303-la
transitoriamente, con un maximo de induccién en este caso de 10
veces tras 20 minutos en medio con 20% de glucosa. El mutante
manifiesta solo ciertos efectos en los niveles de expresion que
dependen del tiempo que consideremos; asi, los niveles de mRNA
son inferiores a los que muestra la cepa silvestre excepto tras 10’
y 1 hora después de transferirse las células a medio YP20.

En relacion al gen HSP104 (panel B) se observa que tanto
W303-1a como KMY52 presentan una cinética de expresion muy
similar, con niveles de mRNA que disminuyen a lo largo del
tiempo.

2.2.5. Ruta de la quinasa de 3-fosfatidilinositol (P1(3)P)

Los polifosfoinositoides tienen diversos papeles en la
sefializacion celular y en el trafico de vesiculas (De Camilii y col.,
1996; Toker y col., 1997). En S. cerevisiae la concentracion de
fosfatidilinositol 3,5- bisfosfato (P1(3,5)P,) aumenta rapidamente
tras la aplicacion de un estrés hiperosmoético debido a NaCl 0,9-1,1
M (Dove y col., 1997). Fablp es una quinasa 5 especifica de PI(3)P
(Cooke y col., 1998; Gary y col., 1998) implicada, entre otras
funciones, en la respuesta a cambios osmoticos en el ambiente,
que se acumula en situaciones de estrés hiperosmotico
(Bonangelino y col., 2002). En la Figura C2.12 se observan los
resultados encontrados para el mutante Afabl (YL17080) y la cepa
silvestre correspondiente (BY4742) en nuestras condiciones
experimentales.

El patron de expresion obtenido para el gen GPD1 en las
dos cepas (panel A) es el mismo, aunque los niveles de mRNA son
superiores (de 1,5 a 2 veces) en la cepa mutante tras 20 y 40
minutos en medio YP20.
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Figura C2.12. Expresion de GPD1 (A) y HSP104 (B) en condiciones de estrés por
elevadas concentraciones de glucosa en las cepas BY4742 y Y17080. Células
procedentes de cultivos de 16 horas en YPD se inocularon en YP20 con una ODgoo
de 0,3. Las muestras se extrajeron a 0, 10, 20, 40 y 60 minutos para el andlisis del
RNA con sondas disefiadas para la deteccion especifica de estos genes (Tabla M.2
de Materiales y métodos). Los valores han sido normalizados con el gen ACT1 y se
han referido a los encontrados a tiempo O en la cepa silvestre. Se incluye la media
y la desviacion estandar de tres muestras independientes.

o

Con respecto al gen HSP104 (panel B), en la cepa silvestre
se observa de nuevo una disminucidn de los niveles de expresion a
lo largo del tiempo. En la cepa mutante esto también ocurre,
aunque de un modo menos definido; por otro lado, a tiempo O los
niveles son superiores en 2 veces a los que se detectan en la cepa
BY4742.

3. Estudio de algunos genes de funcion desconocida con
mayor expresion tras 1 hora en 20% de glucosa que en 2% de
glucosa

3.1. Validacion de los datos obtenidos mediante RT-PCR en tiempo
real

Algunos de los genes de funcion desconocida que muestran
una expresion diferencial superior a dos veces en nuestros analisis
también se encuentran mas expresados en los experimentos
llevados a cabo por Kaeberlein y col. (2002). Algunos de ellos
(YGRO52W, YJL107C, YHRO87W, YNL193W, YHRO33W, YDR222W e
YLRO42C) fueron seleccionados para validar los resultados de las
micromatrices mediante RT-PCR en tiempo real. También se
incluyé el gen YMR244W, por presentar un valor de expresion
diferencial superior a 3 veces en YP20, y no inducirse en presencia
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de concentraciones elevadas de otros osmolitos (Rep y col., 2000).
Los resultados obtenidos (Tabla C2.6) fueron consistentes con los
datos encontrados en las micromatrices llevadas a cabo con
elevadas concentraciones de glucosa, aunque los valores
numeéricos no son exactamente coincidentes.

Tabla C2.6. Resultados de RT-PCR en tiempo real de algunos
genes de funcién desconocida mas expresados tras 1 hora en 20%
de glucosa que en 2% de glucosa.

Gen Valor RT-PCR en TR Resultado micromatriz
YGRO52W 3,28 = 0,04 9,49 + 2,83
YJL107C 2,43 + 0,17 6,77 + 0,31
YHRO87W 12,66 + 1,45 4,52 + 1,75
YMR244W 1,82 + 0,02 3,99 = 0,31
YNL193W 2,87 + 0,38 3,64 = 0,51
YHRO33W 6,16 + 0,17 2,63 = 0,16
YDR222W 4,29 + 0,55 2,44 = 0,65
YLRO42C 7,90 + 1,88 2,42 = 0,38

Los experimentos se llevaron a cabo por amplificacion de cDNA con los
oligonucledtidos especificos para cada gen (nombrados en la Tabla 1.2). Se
utilizaron tres muestras independientes y los resultados representan la media y la
desviacion estandar de estas réplicas. Los resultados se normalizaron con el gen
ACT1. La tabla muestra las diferencias de expresion entre YP20 e YPD.

3.2. Importancia de estos genes en el crecimiento en elevadas
concentraciones de glucosa

Para intentar entender la relevancia de los genes de funcion
desconocida identificados en cuanto al comportamiento de las
levaduras en medios con elevadas concentraciones de glucosa, se
llevaron a cabo experimentos de crecimiento y viabilidad de cepas
mutantes en los genes utilizados para los estudios de RT-PCR a
tiempo real, asi como en otros citados en el apartado 1.1
(YGR243W, YOR062C e YLR108C), para los que también se habian
descrito cambios de expresion en los estudios de Kaeberlein y col.
(2002). El comportamiento de estos mutantes se siguidé en tres
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medios con diferentes concentraciones de glucosa: 2, 20 y 25%

(Figura C2.13 y datos no mostrados).

A)

0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

ODg00

0,2
0,1

0,0

D)

ODg00

—— BY4742
° Aygr052w
o
o
©
7 [a]
an (@]
0 .4 6 8 10
tiempo (horas)
C) o7
—e— BY4742
0.6 AyhrO87w
0,5
8 04
©
[a]
O 03
0,2
0.1 =
0,0 ‘ T

0,7

0,6

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

—e— BY4742
—e— AyIr108c

/l

4 6
tiempo (horas)

—e— BY4742
—*— Ayor062c

4 6
tiempo (horas)

L4 6
tiempo (horas)

10

E)

ODg00

0,7

0,6

—e— BY4742
—e— Aynl193c

L4 6
tiempo (horas)

Figura C2.13. Crecimiento a tiempos cortos en medio YP25 de diversos mutantes
en genes de funcion desconocida con elevada expresidon en condiciones de estrés
osma@tico en comparacion con la cepa silvestre (BY4742). Mutantes AygrO52w
(panel A), 4ylri08c (panel B), 4yhr087w (panel C), Ayor062c (panel D), 4ynl193c
(panel E). Cultivos de 16 horas en YPD se diluyeron en YP25 a una ODeggo de 0,1. El
crecimiento se siguié por medidas de absorbancia a 600 nm durante las siguientes
9 horas. Los datos muestran la relacion entre la ODgoo €n cada uno de los tiempos y
la correspondiente al momento de la dilucion. Se indican la media y la desviacion
de tres muestras independientes.
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En el caso del mutante Aygr243w se observaron defectos de
crecimiento tras 9 horas de incubacion en medio YPD (datos no
mostrados). Este resultado indica que la funcidn de este gen no
esta especificamente relacionada con la respuesta a condiciones de
estrés. Los mutantes AygrO52w, AyhrO87w, Aynl193w, Ayor062c y
Aylrl08c (Figura C2.13 y datos no mostrados) presentaron un
cierto retraso en el crecimiento, aunque so6lo en concentraciones
de 25% de glucosa.

Con respecto a la viabilidad de estos cinco mutantes tras
dos horas creciendo en medio con 20% de glucosa, ninguno de
ellos present6 valores inferiores a los de la cepa silvestre (datos no
mostrados); en condiciones de 25% de glucosa (Tabla C2.7) los
mutantes de deleciéon en los genes YGR0O52W, YNL193W, YOR062C
e YLR108C presentaron alrededor de la mitad de células viables
que la cepa silvestre.

Tabla C2.7. Viabilidad de varias cepas de levadura tras 2 horas en
medio YP conteniendo 25% (p/v) de glucosa.

Cepa Viabilidad relativa (%6)
BY4742 41,56 = 3,50
Ayhro87w 45,33 + 4,51
Aynl193c 19,14 + 0,99
AygrO52w 17,01 = 0,23
Ayor062c 22,27 * 5,14
Aylr108c 22,54 * 6,33

Células procedentes de cultivos de 16 horas en YPD se transfirieron a YP25,
quedando a una DOeqo inicial de 0.3. Las medidas de viabilidad relativa se llevaron a
cabo como se describe en el apartado 2.1.2.3 de Materiales y Métodos.

Con la intencién de recopilar mas informacion sobre estos
cinco mutantes que presentaron diferencias en crecimiento y/o en
viabilidad en glucosa 25%, se determind la viabilidad y el consumo
de glucosa durante periodos mas largos de tiempo en medio YP
conteniendo 25% glucosa. AyhrO87w fue la Unica cepa que
presentd un menor consumo de glucosa a lo largo de los tiempos
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seguidos (Figura C2.14 y otros datos no mostrados; la aplicacion
del test t indic6 que las diferencias encontradas entre este
mutante y la cepa silvestre fueron estadisticamente significativas
para todos los tiempos considerados, excepto para 24 horas). En
cuanto a la viabilidad, cuando se compara esta cepa con la
silvestre, también se detectan diferencias (que son
estadisticamente significativas) desde 48 horas tras la inoculacion
hasta el ultimo punto considerado. El mutante AygrO52w también
present6 una disminucién en la viabilidad entre 48 y 72 horas.
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Figura C2.14. Crecimientos a tiempos largos en medio YP25 de la cepa silvestre y
de algunos mutantes en genes de funcién desconocida con elevada expresion en
condiciones de estrés osmoético causado por elevadas concentraciones de glucosa.
Cultivos de 16 horas en YPD se diluyeron en YP25 a una ODgyo de 0,3. El
crecimiento se siguid por determinacion de la glucosa en el medio (panel A) y por el
numero de células viables (panel B). Los datos en el panel B muestran la relacion
entre el nimero de células viables en cada uno de los tiempos y el correspondiente
al momento de la dilucién. Se indican la media y la desviacion de tres muestras
independientes.

3.3. Estudio de YHRO87W

Tras los diferentes analisis realizados, el mutante que
presentd un comportamiento mas interesante fue el Ayhr087w, al
manifestar defectos en crecimiento y en viabilidad en presencia de
elevadas concentraciones de glucosa. Por este motivo nos
planteamos un analisis mas profundo sobre la funcion del gen
correspondiente.
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YHRO87W (también Illamado RTC3 por Restriction of
Telomer Capping) codifica una proteina de 111 aminoéacidos (12
KDa) de funcion desconocida, que presenta similitudes
estructurales con SBDS, proteina humana mutada en el Sindrome
de Shwachaman-Diamond (Savchenko y col., 2005).

Con respecto a la expresion de este gen, datos derivados
del estudio llevado a cabo por Kaeberlein y col. (2002), a los que
ya se ha hecho referencia en el apartado anterior, indican una
expresion 4 veces superior en glucosa al 20% que en glucosa al
2%. Erasmus y col. (2003) obtuvieron resultados similares cuando
compararon los niveles de mRNAs entre 40% y 22%. Pero no es
Unicamente en alta glucosa cuando se detecta una mayor
expresion del gen. Gasch y col. (2000) describieron que YHRO87W
se induce por choque térmico, estrés oxidativo causado por H,O; o
diamida, estrés osmético (sorbitol) y fase estacionaria, mientras
que esta reprimido en condiciones de estrés hipoosmatico. Por otro
lado Causton y col. (2001) detectaron niveles incrementados del
mMRNA de este gen en condiciones de estrés osmotico provocado
por sal o sorbitol, frente a estrés oxidativo y en pHs tanto acidos
como basicos.

3.3.1. Estudio de la respuesta del mutante AyhrO87w frente
a otras condiciones de estrés

Se compar6 la cepa AyhrO87w con respecto a la silvestre
BY4742 en cuanto a la resistencia a otras dos condiciones de
estrés particularmente relevantes en procesos biotecnolégicos en
los que intervienen las levaduras: oxidativo y por etanol. Para
llevar a cabo estos experimentos se siguié el procedimiento
descrito en el apartado 2.1.2.3 de Materiales y Métodos. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla C2.8.
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Tabla C2.8. Resultados obtenidos en experimentos de estrés
llevados a cabo con la cepa mutante en el gen YHRO87W y su
correspondiente la cepa silvestre.

Cepa Oxidativo® (mm) Etanol 10% (viabilidad relativa (%))
BY4742 36,9 + 0,6 97,17 + 3,09
AyhrO87w 34,8 + 0,7 75,92 + 0,96

1 Se indica el diametro del halo de inhibicion producido por el peréxido de
hidrégeno.

Se observa que el mutante fue ligeramente mas sensible a
estrés oxidativo que la cepa silvestre. De igual modo presentd una
menor viabilidad cuando se incub6é 1h en medio conteniendo etanol
al 10%o.

3.3.2. Expresion de YhrO87wp en presencia de elevadas
concentraciones de glucosa

Se procedié a la comparacion de los niveles de proteina
YhrO87wp entre el mutante de delecion y la cepa silvestre,
siguiendo las mismas condiciones experimentales en las que se
identificd la sobreexpresion del gen codificante. Para ello se utilizd
una cepa de levadura con una version de la proteina etiquetada
con HA en C-terminal (BQS2070). El resultado obtenido se
muestra en la Figura C2.15.

Los resultados obtenidos indican niveles elevados de
YhrO87wp en el cultivo previo, probablemente debido a las
condiciones de fase estacionaria y limitacion de nutrientes que,
como se ha comentado anteriormente, afectan
transcripcionalmente la expresion del gen YHRO87W (Gasch y col.,
2000). Al transferir las células a YPD, los niveles de proteina
disminuyen rapidamente, mientras que en YP20 contindan
elevados a lo largo de los tiempos considerados en estos
experimentos. La deteccion de oa-tubulina con anticuerpos
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especificos indica que las diferencias encontradas entre YPD e
YP20 no son debidas a variaciones en los niveles de proteina total.

YPD YP20

0O 1 2 4 0 1 2 4 tiempo (h)
Anti-HA

Figura C2.15. Andlisis por Western-blot de los niveles de la proteina YhrO87p
etiquetada con HA. Tras una incubacion de 16 h en YPD, las células se transfirieron
a YPD y a YP20 y se recogieron muestras a diferentes tiempos. Se muestra el
revelado con anticuerpos anti-HA asi como anti-a-tubulina, que se utiliz6 como
control de carga de las muestras.

3.3.3. Localizacion de la proteina YhrO87wp en condiciones
de estrés osmoético por elevadas concentraciones de glucosa

En un estudio global de la localizacion de proteinas de
levadura mediante fusiones con GFP llevado a cabo por Huh y col.
(2003) se describio que esta proteina se localiza por toda la célula.
Con la finalidad de corroborar estos datos y determinar si esta
localizacion podia verse afectada en condiciones de estrés
osmoético por alta glucosa, se utilizaron versiones gendmicas
etiguetadas con GFP o con HA y se procedid segun se ha descrito
en el apartado 2.11.9 de Materiales y Métodos. Los resultados que
se muestran la Figura C2.16 mediante inmudeteccion previa
fijacion de células y tratamiento con anticuerpos anti-HA indican
que la proteina se distribuye por toda la célula
independientemente de la concentracion de glucosa en el medio.
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Figura C2. 16. YhrO87wp se distribuye por toda la célula independientemente de la
concentracion de glucosa. Analisis microscopico de la cepa de levadura que tiene
etiquetada la proteina YhrO87wp con HA. Células procedentes de cultivos de 16 h
en YPD se transfirieron a YPD o YP20 y se incubaron durnate 4 h. Posteriormente se
prepararon las muestras para microscopia segin se ha descrito en el apartado
2.11.9 de Materiales y métodos. En el panel A podemos ver las células, en el B los
nucleos marcados con DAPI y en el C la proteina etiquetada con el filtro
correspondiente a Cy3.

3.3.4. Anélisis protebmico comparativo entre AyhrO87w vy
BY4742 en YP20

Con la finalidad de obtener mas informacion sobre la
funcion de YhrO87wp se llevd cabo un analisis protedmico
mediante la tecnologia 2D-DIGE en el servicio de Protedmica de la
Universidad Complutense de Madrid, bajo la supervision de la Dra.
Concha Gil.

La tecnologia 2D-DIGE tiene varias ventajas sobre las
técnicas 2DE ya existentes: mejora la reproducibilidad reduciendo
la variabilidad gel a gel, reduce el numero de geles necesarios para
analizar la muestra, tiene un amplio rango (lo que permite la
deteccion de proteinas poco abundantes al tiempo que evita la
saturacion de proteinas muy abundantes) y esta disefiada para
realizar directamente el analisis por espectrometria de masas. El
uso de un estandar interno presente en todas las muestras
permite, ademas, una mejor comparacion entre los diferentes
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geles (alto nivel de confianza) y un andlisis estadistico mas exacto
entre todos los geles mediante la normalizacibn de muestras
individuales comparadas con este estandar interno (Tonge y col.,
2001).

A la vista de los resultados obtenidos sobre la expresion de
YhrO87wp en alta glucosa (apartado 3.3.2), se consideré que un
tiempo adecuado para llevar a cabo el analisis protedmico
comparativo era tras 1 hora después de la inoculacion en medio
YP20 a partir de un cultivo de 16 h en YPD. Ademas se
correspondia con el mismo punto en el que se habia realizado el
estudio transcriptémico descrito al inicio de este capitulo.

De cada una de las cepas (silvestre y mutante) crecidas en
las mismas condiciones utilizadas para los ensayos de
micromatrices se obtuvieron 4 muestras de extractos proteicos
segun se indica en el apartado 2.11.1 de Materiales y Métodos.
Para el experimento se realizaron 4 geles bidimensionales
aplicando en cada uno de ellos 150 mg de proteina.

Tras la electroforesis bidimensional se procedié a escanear
los geles a las longitudes de onda de los tres fluoréforos
obteniendo las tres imagenes de cada uno de los geles que se
muestran en la Figura C2.17.
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Gel 1

Gel 2

Gel 3

Gel 4

Figura C2.17. Iméagenes de los geles bidimensionales llevados a cabo para el
analisis protedbmico comparativo entre las cepas BY4742 y Ayhr087w. Cada gel
contiene un estandar interno marcado con Cy2 y muestras de ambas cepas, una
marcada con Cy3 y la otra con Cy5, como se ha explicado en el apartado 2.11.4.1
de Materiales y Métodos.

Tras el andlisis de las imagenes, los geles se tifieron con azul de
Coomassie y se recortaron las manchas correspondientes a
proteinas con expresion diferencial entre las dos cepas
consideradas (Figura C2.18) para analizarlas por MALDI-TOF o
MALDI-TOF/TOF. La huella peptidica de cada una de las manchas
se compard con la base de datos de S. cerevisiae SGD, utilizando
la herramienta de busqueda MASCOT.
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Figura C2.18. Gel DIGE bidimensional tefiido con Coomassie. En naranja se
sefialan las proteinas con una expresion diferencial superior a 1,5 veces y en verde
aquellas cuya variacion de niveles entre la cepa mutante y la silvestre se sitia
entre 1,3y 1,5.

Después del analisis de las imagenes se detectaron 20
manchas proteicas con valores de expresion diferencial superiores
a 1,3, siendo en 12 de ellas el dato mayor que 1,5. 9 tenian
aumentada su expresion en la cepa silvestre en comparacién con
la cepa mutante y 11 presentaban el comportamiento opuesto.

Se pudo identificar un total de 17 manchas, 11 mediante
MALDI/TOF y 6 utilizando MALDI/TOF-TOF, que corresponden a 16
proteinas diferentes. Los resultados se presentan en la Tabla C2.9.
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Tabla C2.9. Listado de proteinas identificadas por

tras 1 hora en 20% de glucosa.

espectrometria de masas que varian su expresion entre la cepa silvestre y la mutante

Namero | Nombre Ratio Score Cobertura
a . p - c PM - Valor Numero de péptidos de la
Mancha™ Apariencia ORF de de l? prongedlo p-valor (KDa) P! (obtenldo,z esperado coincidentes/ buscados proteina
acceso proteina /pasados) (%)°
P19097
5 6 (12) YPL231W Fas2p -1,76 0,012 207 | 5,32 183/51 3,40E-15 37/80 25
17 9 (12) YPL231W | P19097 Fas2p -1,53 0,030 207 | 5,32 96/51 1,60E-06 10/11 6
56 12 (12) YGR061C | P38972 Ade2p -1,35 0,015 150 | 5,15 148/51 1,10E-11 24/65 26
36/67
VIGATTNNEYR (39)
156 9 (12) YILO26W | P31539 | Hspl04p -1,51 0,011 102 | 5,31 256/69 1,00E-20 EAQVDIEAIKQQALELR(10)' 42
IPQQQPAPAEITPSYALGK(23)'
11/66
276 9 (12) YPL160OW | P26637 Cdc60p 3,74 0,028 125 | 5,61 60/51 0,0063 LANEKPEDVFER(23)" 14
9/65
282 12 (12) YPR181C | P15303 Sec23p 10,51 0,0002 86 5,39 64/51 0,0027 ADYNKDDPQSFR(23)' 14
289 12 (12) YDR258C | P33416 Hsp78p -1,38 0,0084 92 8,17 61/51 0,0051 14/65 20
368 12 (12) YDR101C | Q03862 Arx1p 1,34 0,043 66 6,74 128/51 1,10E-09 17/65 34
582 12 (12) YGL253W | P04807 Hxk2p 1,84 0,030 54 5,16 381/51 5,40E-35 37/65 74
640 9 (12) YFLO37W | P02557 Tub2p -1,23 0,035 51 4,64 84/51 2,80E-05 14/65 26
738 12 (12) YDLO66W | P21954 Idplp -1,4 0,026 48 8,84 148/31 1,10E-11 19/65 51
954 12 (12) YJR139C | P31116 Hom6p 1,33 0,035 38,5 | 6,86 228/51 1,10E-19 21/65 64
1127 12 (12) YLR340W | P05317 RppOp 1,79 0,037 34 4,75 76/51 0,00017 11/65 33
1410 12 (12) YJR123W | P26783 Rps5p 1,36 0,019 25 8,63 50/51 0,067 7/65 26
9/65
1414 9 (12) YNRO17W | P32897 Tim23p 1,46 0,0068 | 23,4 | 6,89 197/51 1,30E-16 LQLNTVLNHITKR(23)' 53
GKHDTAGSIGAGALTGALFK(23)"
11/54
1458 12 (12) YPLO78C | P05626 Atp4p -1,49 0,0073 | 27,1 | 9,28 212/51 4,30E-18 AVLDSWVR(23)f 49
YLAPAYKDFADAR(23)"
12/41
f
1565 9 (12) YOLO86C | P0O0330 Adhlp -2,02 0,006 37,3 | 6,26 314/51 2,70E-28 EALDFFAR(23) 40

SISIVGSYVGNR(23)'
VLGIDGGEGKEELFR(23)"

& Namero de mancha proteica en el gel DIGE tefiido con Coomassie

b\~ . P . .
Numero de geles de los 12 realizados en los que la proteina aparece diferencialmente expresada

c - . - .z .z . are . . .z . .
Ratio de aumento o disminucion de expresion de la proteina (valores postitivos indican mayor expresion en la cepa mutante que en la silvestre y valores negativos lo

contrario)

d Puntuacion de la proteina en MASCOT, obtenida del espectro MALDI-TOF. En todos los casos la probabilidad fue <0.05.

¢ Namero de péptidos buscados/coindidentes.
Porcentaje de la secuencia proteica que cubren los pétidos coincidentes

9 Sequencia aminoacidica identificada por MS/MS
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En la figura C2.19. se pueden observar los perfiles de
expresion de algunas de las proteinas con expresion diferencial
entre las cepas consideradas.

BY4742 AyhrO87w BY4742 AyhrO87w
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Figura C2.19. Analisis de la expresion diferencial de algunas de las proteinas
identificadas. En el panel A se muestra la region del gel bidimensional donde se
encuentra la proteina en imagen 3D, y en el panel B la grafica que representa el
comportamiento de la proteina correspondiente en cada uno de los geles empleados
para el analisis.

Las proteinas que presentan mayor expresion en el mutante
Ayhro87w fueron Sec23p (proteina mediadora en el transporte
entre RE y Golgi), Cdc60p (aminoacil-tRNA sintetasa de leucina),
Hxk2p (hexoquinasa 2), Hom6p (homoserina deshidrogenasa) y
las proteinas ribosomales RppOp y Rps5p. Por otro lado, las
proteinas con niveles menores en el mutante AyhrO87w fueron la
subunidad o de la acido graso sintasa Fas2p, las proteinas de
choque térmico HsplO04p y Hsp78p, la B-tubulina (Tub2p), la

218



Capitulo 2

alcohol deshidrogenasa Adhlp y las proteinas mitocondriales Atp4p
e ldplp.

La aplicacion de la herramienta GO Term Finder del SGD a
los resultados obtenidos a partir del analisis proteémico permitié
detectar 2 categorias sobrerrepresentadas con un p-valor inferior a
0,01: proteinas desplegadas y respuesta celular a calor. Ambas
categorias incluyen las proteinas de respuesta a estrés Hspl04p y
Hsp78p. De acuerdo con estos resultados los niveles de estas
proteinas estarian afectados por la expresion de YHR0O87W, lo cual
establece una relacion entre la expresion de este gen y la
respuesta a estrés.

3.3.5. Estudio de la respuesta transcripcional del mutante
Ayhr087w en 20% de glucosa

Los datos resultantes del andlisis protedmico comparativo
entre las cepas BY4742 y AyhrO87w plantean la duda de si las
diferencias detectadas en los niveles de expresion de las proteinas
serian debidas a cambios transcripcionales o no. Para analizar
estas posibilidades se recurrié a estudios transcriptdmicos globales
entre ambas cepas en las mismas condiciones experimentales
seguidas para los analisis protedmicos, es decir, ambas cepas se
crecieron en medio YPD durante 16 horas y se transfirieron a
medio fresco conteniendo 20% glucosa durante 1 hora.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren una
minima relevancia de YhrO87wp en el control transcripcional en S.
cerevisiae. So6lo un pequefio numero de genes ve afectada su
expresion en estas condiciones entre la cepa silvestre y la mutante
de forma estadisticamente significativa, habiendo 38 genes mas
expresados en el mutante que en la cepa silvestre y 8 de forma
contraria. La aplicacion de las herramientas FUNC ASSOCIATE o
GO Term Finder a cada uno de los dos grupos de genes no permite
detectar ninguna categoria funcional sobrerepresentada. En el
anexo 3, que se puede encontrar en el CD adjunto, se incluye un
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archivo con los datos de expresion relativa AyhrO87w/BY4742 tras

1 hora en YP20.

En el caso de los genes que codifican las proteinas con
expresion diferencial en el estudio protedmico (Tabla C2.11), no

existen cambios significativos en sus niveles de mRNA.

Tabla C2.11. Relaciéon entre los niveles de expresion de los genes
que codifican proteinas diferencialemente expresadas en AyhrO87w
y BY4742. Los datos proceden de experimentos de macromatrices
realizadas con ambas cepas en YP20. Se muestran los valores

medios y la desviaciéon estandar.

Gen Media; Gen Media;
desv. estandar desv. estandar
FAS2 0,91 + 0,15 TUB2 0,91 + 0,16
ADE2 0,92 + 0,16 IDP1 1,06 + 0,16
HSP104 1,11 + 0, 52 HOM6 1,03 + 0,31
CDC60 1,07 +£ 0,32 RPPO 0,79 + 0,20
SEC23 1,02 + 0,30 RPS5 1,18 + 0,28
HSP78 No detectado TIM23 1,04 + 0,19
ARX1 1,13 + 0,37 ATP4 1,16 + 0,22
HXK2 1,03 + 0,05 ADH1 1,14 + 0,21

Los niveles de expresion de algunos de estos genes también
se analizaron por RT-PCR semicuantitativa para corroborar los
datos obtenidos en las micromatrices. Los resultados se presentan

en la Figura C2.20.
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Figura C2. 20. Andlisis semi-cuantitativo de la expresion diferencial entre las
cepas AyhrO87w (A) y BY4742 (WT) de algunos de los genes encontrados en el
estudio de las micromatrices. El experimento se llevé a cabo mediante amplificacion
de cDNA obtenido 1 hora después de la inoculacién de células de ambas cepas (a
partir de cultivos de 16 horas en YPD) en YP20 con los oligonucleétidos especificos
para cada gen (escritos en la Tabla M.2). Se muestran como referencia los
resultados del gen ACT1.

Todo este conjunto de resultados indica que los niveles de
mRNA de los genes que codifican las proteinas diferencialmente
expresadas entre la cepa silvestre y la mutante tras 1 hora en
medio YP20 son practicamente invariables en esta misma
situacion, lo que sugiere que el efecto de YhrO87wp sobre la
expresion de estas proteinas no ocurre esencialmente a nivel
transcriptomico.

3.3.6. Analisis de la implicacion de YhrO87wp en la
exportacion de mRNAs en S. cerevisiae

Uno de los procesos posttranscripcionales en la expresion
génica es la exportacion de mRNAs. Dado que algunos autores han
descrito interacciones genéticas de YHRO87W con NPL3 o YRA2
(Savchenko y col., 2005), ambos implicados en este proceso, nos
planteamos la posibilidad de una participacion de este gen
transporte de mRNAs del nucleo al citosol.

Para intentar verificar esta hipotesis determiné si la
mutacion en YHRO87W podria provocar un defecto en la
exportacion de mRNAs. Para ello se analiz6 la distribucion de
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MRNAs poliadenilados mediante FISH, tanto en el cepa BY7472
como en la AyhrO87w. Segun se observa en la Figura C2.21, la
mutacion no determina un efecto general en la exportacion de
MRNAS, ni en 2% ni en 20% de glucosa.

DIC DAPI Cy3

BY4742
YPD

BY4742
YP20

AyhrO87w
YPD

AyhrO87w
YP20

Figura C2.21. El mutante AyhrO87w no tiene afectada la localizacion de RNAs
poliadenilados. Células de la cepa silvestre y la mutante tras una hora en medio
YPD o YP20 (en donde fueron diluidas a partir de cultivos de 16 h en YPD) fueron
fijadas y se llevé a cabo la hibridacién in situ utilizando una sonda Cy3-oligo(dT). El
DNA se visualiz6 mediante tincion con DAPI.

4. Discusion

En este capitulo, se describen los cambios en el
transcriptoma de una cepa silvestre de la levadura Saccharomyces
cerevisiae cuando células procedentes de cultivos de 16 horas se
transfieren a un medio fresco conteniendo 20% o 2% de glucosa.
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Algunos de nuestros resultados se pueden resumir en las figuras
C2.22 y C2.23, las cuales muestran, en primer lugar, que los
genes implicados en el metabolismo del glicerol estan mas
expresados en 20% de glucosa, como ocurre en otras condiciones
de estrés osmotico (Gasch y col., 2000; Posas y col., 2000; Rep y
col., 2000; Hirasawa y col., 2006).

Aunque la respuesta transcriptomica de las células de
levadura en presencia de sorbitol 1 M o NaCl 0,75 M es muy
similar (Hirasawa y col., 2006), cuando se considera el estrés
causado por elevadas concentraciones de azUcares se puede
encontrar ciertas diferencias. Asi, para algunos de los genes con
mayor expresion en 20% de glucosa (RHR2, YMR244W, YGRO35C,
YCLO47C, YLR413W, YDR222W, YHRO048W) no se ha descrito un
incremento de niveles de mMRNA en condiciones de estrés
hiperosmoético causado por concentraciones de sorbitol 1 M (Gasch
y col., 2000), mientras que para otros (YNL193W, YHRO33W,
YLR108C, YGR243W) tan solo se ha detectado un aumento a
tiempos cortos en dichas condiciones (Gasch y col., 2000). En el
caso de otros genes (YPL276W, YOR062C, YNL108C, YGLO57C) no
hay informacion disponible acerca de su expresion en estas otras
condiciones de estrés. Contrariamente, genes cuyos niveles de
mMRNA se incrementan por estrés salino o sorbitol 1 M, y que estan
relacionados con el metabolismo de la glucosa, de la trehalosa o
del glucégeno, el metabolismo redox y la respuesta a estrés, como
es el caso de TPS1, TPS2, TSL1, NTH1, STL1, ALD2, ALD6, HSP26,
HSP42 y HSP104 (Rep y col., 2000; Posas y col., 2000; Hirasawa y
col., 2006), no aparecen mas expresados en 20% de glucosa en
nuestras condiciones experimentales. De hecho, para algunos de
ellos, los niveles de mRNA son incluso menores en 20% de glucosa
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Figura C2. 22. Esquema de las principales rutas metabdlicas afectadas al nivel de
expresion génica por los niveles de concentracién de glucosa. La Figura muestra
genes con diferencias de expresion entre 2% y 20% de glucosa correspondientes a
las categorias de generacion de precursores metabodlicos y energia, y metabolismo
del glicerol y del sulfuro. Los genes con mayores niveles de expresion en 20%
glucosa que en 2% estan subrayados. Los genes rodeados por un circulo estan
implicados en la regulacion de la ruta metabdlica que aparece mas cercana en la
Figura.
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que en 2%. Experimentos incluidos en este capitulo (Figura C2.4)
indican que el efecto es, ademas, similar cuando las células se
inoculan en un medio que contiene 10% glucosa y 10% fructosa
en lugar de 20% de glucosa.

Una conclusion particularmente interesante derivada de
nuestro andlisis es que genes controlados por represion por
catabolito de carbono, como muchos pertenecientes a la categoria
de “generacion de metabolitos precursores y energia”, pueden
estar mas reprimidos en presencia de concentraciones de glucosa
superiores al 2%. Esto sugiere que las elevadas concentraciones
de azucar pueden introducir cambios especificos en los perfiles
transcripcionales si los comparamos con los causados por otras
situaciones de estrés, implicando tal vez mecanismos particulares
de regulacion. Previamente, se habia descrito que la expresion del
gen que codifica el represor transcripcional Miglp es sensible a la
concentracion de glucosa (Zaragoza y col., 2001) y, de hecho, los
datos de las micromatrices realizadas en este trabajo indican un
nivel de mRNA dos veces superior en 20% glucosa que en 2%. A
pesar de todos estos resultados, seria necesario realizar mas
analisis para determinar cual seria la concentracion de glucosa a la
que la represion por catabolito de carbono seria la maxima.

Algunos de los resultados encontrados, como el que se
acaba de comentar acerca de la mayor represion ejercida por 20%
de glucosa, no se deducen de los experimentos llevados a cabo por
Kaeberlein y col. (2002), en los que no aparecen categorias
funcionales sobrerepresentadas al analizar mediante FUNC
ASSOCIATE o GO Term Finder los genes con mayores niveles de
expresion en 2% que en 20% de glucosa (datos no mostrados). Es
importante sefialar, sin embargo, que esta y otras diferencias
encontradas entre los dos estudios pueden estar relacionadas con
los datos mostrados en las Figuras C2.1 y C2.3, segun los cuales el
hecho de utilizar células sometidas o no previamente a estrés
puede influir en los resultados transcriptomicos. Esta conclusion
esta de acuerdo con datos obtenidos previamente en nuestro
laboratorio en cepas vinicas (Pérez-Torrado y col., 2002) y podria
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Figura C2. 23. Esquema de rutas metabdlicas en las que intervienen genes cuyos
niveles de expresidon son superiores en 2% que en 20% de glucosa y pertenecen a
las categorias de metabolismo de glutamina, aminoacidos ramificados y aromaticos,
arginina e histidina. Los genes rodeados por un circulo estan implicados en la
regulacion de la ruta metabodlica que aparece mas cercana en la Figura.

explicarse teniendo en cuenta el fendbmeno ampliamente descrito
de la proteccion cruzada (Hohmann y Mager, 2003 y referencias
incluidas), segun el cual células de levadura sometidas a estrés
(en nuestro protocolo experimental causado por limitacion de
nutrientes y fase estacionaria), son menos afectadas por nuevas
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condiciones de estrés que otras no sometidas previamente a
condiciones adversas. Otro factor a considerar en la comparacion
con los datos de Kaeberlein y col. (2002) es la cepa utilizada;
como se puede observar a lo largo de las Figuras C2.6 a C2.11, es
posible apreciar variaciones de expresion génica frente a elevadas
concentraciones de glucosa dependientes de la cepa silvestre
considerada, si bien algunos datos son similares en la cepa W303-
la utilizada en los experimentos de micromatrices y otras, como la
TM141 y la BY4742.

En este estudio nos hemos centrado en dos genes cuyos
niveles de expresion cambian en funcion de la concentracion de
glucosa en el medio para tratar de entender las rutas implicadas
en la respuesta al estrés hiperosmoético causado por las altas
concentraciones de azUcar. Uno de ellos es GPD1, que codifica el
enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y, como ya se ha
comentado, se induce en cualquier condicion de estrés
hiperosmoético dada su implicacion en la sintesis del glicerol, el
osmolito compatible que sintetizan las levaduras en estas
condiciones (Blomberg y Adler, 1992). El otro gen es HSP104, que
cadifica una carabina molecular importante en la resistencia a
estrés térmico (Sanchez y Lindquist, 1990) cuyos niveles de
expresion, como ocurre en el caso de otros genes de respuesta a
estrés, son menores en 20% de glucosa que en 2% de glucosa en
las condiciones experimentales seguidas en este trabajo (Figura
Cc2.1).

Los datos presentados sobre la expresion de estos genes
sugieren la implicacion de diversas rutas de regulacion
transcripcional en respuesta a elevadas concentraciones de
glucosa. La primera es la ruta HOG, que desempefia un papel
fundamental en otras condiciones de estrés osmotico (Posas y col.,
2000). Esta conclusién esta basada tanto en los defectos de
crecimiento observados en el mutante en el gen HOG1 en 20% de
glucosa (Figura C2.5), como en la fosforilacion de Hoglp (Figura
C2. 7) y en los datos de expresion del gen GPD1 (Figura C2.6).
Rep y col. (2000) describieron una relacion de 0,14 entre la
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expresion del gen GPD1 en Ahogl y en su correspondiente cepa
silvestre tras 45 minutos a 0,5 M NaCl; Posas y col. (2000)
obtuvieron, en una comparacion similar, un resultado de 0,05 tras
10 minutos en 0,4 M NaCl y de 0,14 tras 20 minutos en 0,8 M. En
estrés por alta glucosa, las diferencias son menores (0,27). Todos
estos resultados confirman los indicios obtenidos previamente por
Remize y col. (2003) y Tomas-Cobos y col. (2004) sobre la
participacion de la ruta HOG en la respuesta a elevadas
concentraciones de glucosa. Asi, Remize y col. (2003) detectaron
defectos de crecimiento en un mutante 4hog en condiciones de
fermentacion vinica. Tomas-Cobos y col. (2004), por su parte,
habian descrito que la adicibn a cultivos de levadura de
concentraciones de glucosa superiores al 2% conducian a mayores
niveles de fosforilacion de Hoglp. En el caso del gen HSP104, el
efecto de la ruta HOG en la regulacion de su expresidn es menos
clara, a la vista de los resultados obtenidos en nuestro estudio.

La ruta PKA también controla la respuesta frente a este tipo
de estrés en un cierto rango. En el caso del gen GPD1, el efecto
podria ser especifico de este tipo de estrés osmotico ya que datos
previos de Rep y col. (1999a) indican que la expresion de este gen
no esta afectada en los mutantes de esta ruta. Debe tenerse en
cuenta, sin embargo, que en el estudio de estos autores se utilizd
un cepa cuyo Unico alelo silvestre TPK era el TPK3, y el Unico papel
descrito para éste ha sido el de desarrollo pseudohifal (Robertson
y col., 2000). En relacion con HSP104, no podemos obtener
ninguna conclusiéon a partir de las cepas utilizadas en este trabajo
pero Roosen y col. (2005) describieron una represion en la
expresion de este gen al afiadir cCAMP.

La ruta TOR también parece ejercer algun tipo de papel en
la regulacion de la respuesta a esta forma de estrés de acuerdo
con los datos presentados en la Figura C2.9. Ademas, el
tratamiento de las células de la cepa silvestre W303-la con
rapamicina tiene un efecto similar en la expresion de los dos genes
considerados que la mutacion en TOR1l presente en la cepa
MH349-3d (Figuras C2.8 y C2.9). Duvel y col. (2003) describieron
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una reducciéon de 0,44-0,61 en la expresion de GPD1 durante las
primeras horas tras la adicién de rapamicina a células previamente
transferidas de 23°C a 37°C, y también en un mutante tap42ts
(tap42-109) a temperatura no permisiva durante una hora. Sin
embargo, este es la primera vez que se indica una posible
implicacién de esta ruta en la regulacion de la expresion de este
gen en condiciones de estrés osmotico. Alguno de los resultados
aqui presentados también sugiere que la ruta TOR regula la
expresion de HSP104, lo que estaria en concordancia con la
reduccion de la expresion de este gen después de un tratamiento
con rapamicina en células silvestres afectadas por choque térmico
(Duvel y col., 2003).

Roosen y col. (2005) propusieron que la quinasa Sch9p
actuara de manera sinérgica o antagonista a la ruta PKA en la
regulacion de algunos genes diana y, recientemente, se ha
demostrado que es sustrato de TORC1 (Urban y col., 2007). De
acuerdo con nuestros datos (Figura C2.11), esta quinasa no parece
desempefiar un papel importante en la regulacion de la expresion
de GPD1 o HSP104, al menos en las condiciones testadas.

El choque hiperosmdtico incrementa los niveles de
fosfatidilinositol-3,5-bifosfato (P1(3,5)P,) (Dove y col., 1997) a
través de la activacion de la quinasa Fablp (Cooke y col., 1998).
Sin embargo, los datos de las micromatrices muestran que la
expresion del gen que codifica esta quinasa no cambia en el estrés
causado por 20% de glucosa, y los niveles de mRNA de GPD1 y
HSP104 en el mutante Afabl no estan afectados significativamente
en esta condicion adversa (Figura C2.12).

Otro resultado interesante que se deriva del analisis
trasncriptomico es la identificacion de diversos genes de funcion
desconocida que estan mas expresados en altas concentraciones
de glucosa. Para algunos de ellos se han encontrado diferencias en
el crecimiento y/o la viabilidad en periodos de tiempos cortos o
largos con elevadas concentraciones de glucosa; este es el caso de
YHRO87W, YGRO52W, YNL193C, YOR062C e YLR108C.

229



Resultados

En este trabajo se han obtenido algunos datos sobre
procesos bioldgicos en los que podria estar implicado el gen
YHRO87W. En primer lugar la viabilidad de la cepa de laboratorio
mutada en este gen esta afectada no so6lo en condiciones de estrés
por altas concentraciones de azucar, sino también por etanol vy,
aunque en menor medida, por estrés oxidativo. En segundo lugar,
la comparacion protedmica entre la cepa silvestre y la cepa
mutante en 20% de glucosa indic6 como categoria
sobrerrepresentada el “plegamiento de proteinas”. Estos
resultados establecen una YHRO87W y genes de respuesta a estrés
como HSP104. Asi, mientras en diversas condiciones de estrés se
detecta la inducciéon de estos genes (Gasch y col., 2000), los datos
protedmicos aqui presentados indican que en el mutante AyhrO87w
los niveles de HsplO4p estan disminuidos. También son
destacables las diferencias entre BY4742 y Ayhr087w en cuanto a
las cantidades de algunas otras proteinas relacionadas, en sentido
amplio, con la biosintesis de proteinas (aminoacil-tRNA sintetasa
de leucina, proteinas ribosomales y distribuciéon intracelular de
proteinas): Cdc60p, RppOp, Rps5p, Sec23p y Tim23p.

De acuerdo con los datos mostrados en la Tabla C2.11 y la
Figura C2.20, el papel de YhrO87wp en el control de los niveles de
estas proteinas parece no tener lugar a nivel transcripcional, sino
que apuntan hacia una implicacibn en procesos post-
transcripcionales, que podrian abarcar el procesamiento de mRNAs
y su exportacion y estabilidad, asi como la biosintesis de proteinas
considerada en sentido amplio. Ciertamente, se han descrito
interacciones fisicas o genéticas de YHRO87W con proteinas que
participan en procesamiento y exportacion de RNAs y en
plegamiento de proteinas, incluyendo Mdm20p/Nat3p, Nsrlp,
Npl3p, Lsm12, Yra2p, Airlp, Hsp82p y Hsc82p (Savchenko y col.,
2005; McClellan y col., 2007; Wilmes y col., 2008). Diversos
estudios presentados en este trabajo parecen indicar que
YhrO87wp no intervendria en el proceso de exportacion de mRNAs
del nucleo al citoplasma (Figuras C2.21), aunque no se puede
descartar un efecto particular sobre el transporte de mMRNAs
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concretos. Serian necesarios mas analisis para alcanzar un mayor
conocimiento de la funciéon de YHRO87W.

Dada la relevancia de este gen en la respuesta a elevadas
concentraciones de glucosa, situacion a la que deben enfrentarse
las levaduras en procesos como la produccién del vino, YHRO87W
resulta particularmente interesante por sus posibles aplicaciones
biotecnolégicas, que se consideraran en el capitulo 4 de este
trabajo.
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CAPITULO 3

Relevancia de la respuesta al estrés osmotico en la
adaptacion de las levaduras a las condiciones de
vinificacion.

En la transformaciéon de los azlcares presentes en el mosto
de las uvas en etanol estan muy implicadas las levaduras
pertenecientes al género Saccharomyces (véase la introduccion de
este trabajo). Como ya se ha comentado en capitulos anteriores,
las células de levadura tienen que superar diferentes tipos de
estrés durante la vinificacion, siendo particularmente importante el
estrés osmotico causado por las elevadas concentraciones de
azucares del mosto en el momento de su inoculacion.

En este capitulo se pretende comparar diversas cepas de
laboratorio y vinicas para intentar entender posibles causas de su
diferente capacidad de crecimiento en el mosto, prestando
particular atencidon a aquéllas que puedan estar relacionadas con la
respuesta al estrés osmatico.

Ademas, también se lleva a cabo un estudio de diferentes
medios de rehidratacion para tratar de encontrar una correlacion
entre la concentracion de azlcares en los mismos y la capacidad
de crecimiento de las levaduras en el mosto tras el momento de la
inoculacion.
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1. Estudio de las diferencias transcripcionales entre una
cepa de laboratorio y una cepa vinica adaptada al crecimiento en
medios con elevadas concentraciones de glucosa

Con la finalidad de entender en que medida la respuesta al
estrés osmoético al que se enfrentan las levaduras vinicas en el
comienzo de la vinificacion podria ser una cualidad importante en
su adaptacion a dicho proceso, se llevdo a cabo un analisis
transcriptobmico comparado entre dos cepas de levadura: una
vinica (la ICV16) con un buen comportamiento fermentativo
(Zuzuarregui y col., 2004a) y otra de laboratorio (la W303
diploide). Ambas cepas se crecieron en medios que presentaban
elevadas concentraciones de glucosa.

En primer lugar se llevaron a cabo algunos experimentos
preliminares con la finalidad de determinar las diferencias de
comportamiento entre ambas cepas en medios con elevadas
concentraciones de glucosa. Para ello se inoculé 5-10° células/mL
en medios YPD e YP20 a partir de cultivos de 16 horas de ambas
cepas en YPD. Durante las siguientes horas se determind la
densidad optica de los cultivos, asi como el nimero de células
viables a diferentes tiempos tras la inoculaciéon. Como se puede
observar en la Figura C3.1, la cepa ICV16 presenta un mejor
crecimiento en medio conteniendo 20% glucosa que la cepa W303
diploide.Por otro lado, se comparo la resistencia de ambas cepas al
estrés provocado por elevadas concentraciones de glucosa
(apartado 2.1.2.3 de Materiales y Métodos) mediante la
determinacion del porcentaje del nimero de células viables en
medio con 20% de glucosa frente al encontrado en 2%,
transcurrida 1 hora después de la inoculacion. Los valores
obtenidos fueron 62,4 + 4,7 para la cepa W303 diploide y 89,8 +
5,7 para la ICV16, indicando de nuevo que la cepa vinica es mas
capaz de enfrentarse a esta condicion adversa tan importante en
diversos procesos biotecnolégicos y que estas dos cepas podian
ser adecuadas para los analisis planteados en este capitulo.
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Figura C3.1. Crecimiento de las cepas ICV16 y W303 diploide en medio YP20. Se
16 horas en medio YPD. Se tomaron medidas de ODeoo (panel A) a diferentes
tiempos. En el panel B se muestra el niumero de células viables de cada una de las
cepas a los tiempos considerados con respecto al valor encontrado en el momento
de la inoculacion (tiempo 0). En ambos casos se muestra la media y la desviacion
estandar de tres muestras independientes.

Se procedi6é al andlisis transcriptomico comparado de las
dos cepas en las mismas condiciones utilizadas en los
experimentos previos utilizando muestras obtenidas 1 hora
después de la inoculaciéon en medio YP20. Los datos obtenidos
indicaron que 252 genes mostraban valores de expresion
superiores a 2 veces en la cepa vinica que en la de laboratorio; el
numero de genes con diferencias de expresion superiores a 2,5 era
de 129 genes y superiores a 3 veces de 79. El comportamiento
opuesto se observdé en el caso de 265 genes al considerar
diferencias de expresion superiores a 2 veces, para 145 genes en
el caso de 2,5 veces y para 107 genes si se tenian en cuenta
diferencias mayores que 3.

1.1. Genes mas expresados en la cepa ICV16 que en la W303
diploide

En la Tabla C3.1. se muestra la agrupacion en categorias
funcionales segun la herramienta FUNC ASSOCIATE de los genes
que presentaron una expresion superior a 2 veces en la cepa
ICV16 que en la cepa W303 diploide.
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Tabla C3.1. Agrupacion en categorias funcionales de los genes
expresados mas de 2 veces en ICV16 que en W303 diploide tras 1
hora de incubacién en YP20.

N X P Categoria

42 294 9,210 Metabolismo de &acidos organicos

15 37 2,310 Metabolismo de esteroles

28 157 8,210 Metabolismo de alcoholes

13 31 4,210 Metabolismo de nuclecbases

33 234 7,910 Metabolismo de compuestos nitrogenados

15 53 8,6-101° Biosintesis de nucleétidos

Metabolismo de aminoacidos de la familia del
aspartato

14 55 1,5-10® Metabolismo de compuestos aromaticos
12 39 1,5-:10® Horquilla de replicacién

19 103 1,2-10® Replicacion del DNA

9 9 9,8:10° Metabolismo de lisina

9 37 9,0-10°® Metabolismo del piruvato

9 31 1,8-10° Metabolismo de aminoacidos de azufre
8

4

13 44  6,7-10°

34 3,7-10° Metabolismo de ribonucleétidos

6 3,3-10° Respuesta a especies reactivas de oxigeno
16 121 1,7-10°  Biosintesis de lipidos
22 1,3.10°  Glicolisis
22 1,3.10° Met. de aminoacidos de la familia de la serina
22 1,3-10° Metabolismo de metionina
29 1,0.10°  Elongacion del DNA

o ~N ~N N

N representa el nimero de genes de cada categoria que aparecen en nuestro
experimento, X el niumero total de genes de dicha categoria 'y P el p-valor.

En la Tabla C3.2 se muestra el analisis con la herramienta
GO Term Finder de este mismo grupo de genes.
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Tabla C3.2. Distribucion en las diferentes categorias funcionales segun el
GO Term Finder de los genes mas expresados en la cepa ICV16 que en la
W303 diploide tras 1 hora en medio YP20, considerando diferencias

superiores a 2.

Categoria

Genes expresados mas de 2
veces en ICV16 en
comparacion con W303
diploide

METABOLISMO DE ACIDOS
CARBOXILICOS (ORGANICOS)

Metabolismo del

CDC19, PGK1, TDH3, TDH1,

piruvato TDH2, MAE1, FBA1, GPM1, PDC1
(Glicolisis)
Asoartico | CHAL, LYS20, LYS4, SAM2,

2 (bio;ntesis) MET6, STR3, LYS12, LYS1,
7 MET3, SAM1, MET17, MET2, LYSO
2. Ar;éngza:;fgs CYS3, SAM2, MET6, STR3, MET3,
£ o  ©€azUTe IMHT1, SAM1, MET17, MET2
32 (biosintesis)
Y- Lisina LYS20, LYS4, LYS12, LYS1,
o 2| (biosintesis) | LYS9
§, = Serina CYS3, GCV3, CHAL, GCV1,
2 % | (biosintesis) | MET17, MET2, SER1
Q
[c Con?tlzzsstos HIS3, TRP1, CAR2, GLN1, ACO1,
e P PRS3, HIS4, MAEL, HST4, GLN4,

nitrogenados
(biosintesis)

KRS1, IDH2, PRS1

METABOLISMO
DE
NUCLEOBASES,
NUCLEOSIDOS
\%
NUCLEOTIDOS

Metabolismo de
ribonucleétidos

(purina)
(biosintesis)

ADE1, URA7, ADES8, ADES5,
ADE7, STF2, ADEG6, PRS3,
URAS, PRS1, ADE13, APT1,
ADE17, GUA1, ADE4, ADE2

Metabolismo de
otras nucleobases,
nucleésidos y
nucledtidos

MTD1, GPD2, ADH1, HPT1, ADH2,
SER1, ADH4, URAG, PRS3, ADH5,
RAD27

FERMENTACION

ADH1, PDC1, ADH2, RHR2, ADH4,
ADH5

Metabolismo

ERG4, ERG25, ERG1, ERG7,

BE;ESL?E.TSSISS biosintético de ERG3, ERG6, HMG1, ERG5,
esterol(ergosterol) | CYB5, MvD1, ERG10, IDI1
REPLICACION ‘2 MCM2, POL12, POL30, MCM7,
DE DNA Elongacion DPB3, MCM3, PRI2, RAD27, POL1
DEPENDIENTE o MCM2, POL12, MCM7, MCM3,
DE DNA Iniciacion

PRI2, CDC45, MCM5, POL1
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En el anexo 4, que se puede encontrar en el CD adjunto,
aparece una archivo con los datos de expresion relativa
ICV16/W303 diploide.

Los resultados obtenidos mediante las dos herramientas
utilizadas indican como categorias sobrerrepresentadas aquéllas
relacionadas con el metabolismo de aminoacidos y nucledtidos
(mayoritariamente biosintesis), glicolisis, metabolismo de los
alcoholes (en particular ergosterol) y replicacion del DNA.

1.2. Genes mas expresados en la cepa W303 diploide que en la
ICV16

Por otro lado, las categorias en las que se agrupan los
genes que estan mas expresados en la cepa W303 diploide segun
la herramienta FUNC ASSOCIATE son las que se muestran en la
Tabla C3.3.

Tabla C3.3. Agrupacion en categorias funcionales de los genes
expresados mas de 2 veces en W303 diploide que en ICV16 tras 1
hora en YP20.

N X P Categoria

23 108 3,6-10™* Transposicion de DNA
24 188 5,4-107 Recombinacion de DNA

9 31 2,510° Catabolismo de aminas
9 31 2,5:10° Catabolismo de compuestos nitrogenados
5 9 1,2-10° Metabolismo de asparagina
4 5 1,3-10° Respuesta celular a ayuno por nitrégeno
5 10 23.10° Catabolismo de aminoacidos de la familia
’ del aspartato
9 42  3.8.10° Catabolismo de aminoacidos de la familia de

la glutamina
3 3 6,7-10° Transporte de Na*
4 7 8,6-10° Metabolismo de la vitamina Bg

N representa el nimero de genes de cada categoria que aparecen en nuestro
experimento, X el niumero total de genes de dicha categoria 'y P el p-valor.
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Si se utiliza la herramienta GO Term Finder, se obtienen los
resultados que se muestran en la Tabla C3.4.

En este caso las categorias que estan sobrerrepresentadas
son las relacionadas con la recombinaciéon y transposicion del DNA,
metabolismo de la asparagina y respuesta celular a la limitaciéon de
nitrégeno.

En el anexo 4, que se puede encontrar en el CD adjunto,
aparece una archivo con los datos de expresion relativa
ICV16/W303 diploide.

De todos los resultados obtenidos el que parece mas
interesante es la mayor expresion de los genes glicoliticos,
fermentativos y biosintéticos en la cepa ICV16, lo que podria
indicarnos el porqué de su mayor capacidad de crecimiento en
medios con 20% de glucosa.

Tabla C3.4. Distribucién en las diferentes categorias funcionales
segun el GO Term Finder de los genes mas expresados en la cepa
W303 diploide que en la ICV16 tras 1 hora en medio YPZ20,
considerando diferencias superiores a 2.

Genes expresados mas de 2 veces
Categoria en la cepa W303 diploide

comparada con la ICV16
YBRO12W-B, YMLO40W , YJRO26W,
YBRO12W-A, YJRO28W,YMRO51C,
YARO10C, YLRO35C-A, YML0O45W,
YER160C, YMRO50C, YHR214C-B,
YBLOO5W-A, YMR046C, YMRO045C,
YBLOO5W-B, YJRO29W, YFLOO2W-A,
YILO82W-A, YJL113W, YCLO20W,
YJL114W

TRANSPOSICION

CATABOLISMO | Aminoacidos
DE de la familia
COMPUESTOS del aspartato
NITROGENADOS
(AMINAS)

AAT1, ASP3-1, ASP3-2, ASP3-3,
ASP3-4

Otras aminas | BAT1, ALD3, ALD2, PUT4
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1.3. Validacién de los resultados obtenidos en los analisis de las
micromatrices

Los resultados obtenidos en las micromatrices se verificaron
mediante RT-PCR semicuantitativa, utilizando las mismas muestras
empleadas en las micromatrices y los oligonucleétidos que se
muestran en la Tabla M.2, correspondientes a algunos de los genes
que presentaban una expresion diferencial entre las cepas en
presencia de 20% glucosa. Este andlisis también se llevé a cabo
con muestras de ambas cepas obtenidas durante crecimiento
exponencial en YPD, para determinar si las diferencias en los
niveles de expresion estaban relacionadas con la respuesta a
estrés osmotico o con peculiaridades de las cepas. Los genes
seleccionados con este propoésito fueron ADE2, PGK1l, GPD2 y
ERG10 (entre los que presentaban niveles superiores en la cepa
ICV16) y STL1 y ALD3 (en el caso de aquéllos méas expresados en
W303 diploide). En la Figura C3.2 se muestran los resultados de
este experimento, que, como se puede observar, verfican en todos
los casos la informacién obtenida en las micromatrices.

La comparacion entre los resultados obtenidos en YPD e
YP20 indica que, aunque las diferencias encontradas en el analisis
transcriptdbmico pueden ser en algunos casos dependientes de
cepa, en la mayoria de los genes analizados, como es el caso de
ALD3, GPD2, PGK1l, ERG10 y STL1, estan relacionadas con la
respuesta a elevadas concentraciones de glucosa, pues no se
detectan variaciones cuando las cepas se crecen en medio YPD.

La obtencidén en las micromatrices de diferencias entre las
dos cepas en el caso del gen ADE2, observadas en los
experimentos de RT-PCR semicuantitativa también en YPD,
constituye una verificacion adicional de los experimentos llevados
a cabo, ya que la cepa W303 diploide contiene una mutaciéon en el
gen ADE2 (ade2-1).
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Figura C3.2. Anadlisis de la expresion diferencial en YPD e YP20 mediante PCR
semicuantitativa de algunos de los genes encontrados en el andlisis de las
micromatrices que presentan mayor expresion diferencial entre las cepas ICV16 y
W303 diploide en 20% de glucosa. El experimento se llevé a cabo amplificando
cDNA obtenido 1 hora después de la inoculacion de las células (a partir de cultivos
en YPD durante 16 horas) en estos medios con los oligonucleétidos especificos para
cada gen que se describen en la Tabla M.2. Se utilizaron dos muestras
independientes para la validacion. Como referencia se muestran los resultados del
gen ACT1.

2. Relevancia de la expresion de los genes implicados en la
captacion y metabolismo del glicerol en el comportamiento de las
cepas de levadura al comienzo de la vinificacion

Los genes relacionados con la captacion y el metabolismo
del glicerol presentan un cambio de expresion variable en los
estudios de micromatrices descritos anteriormente. Aunque el gen
GPD1 (inducido en condiciones de estrés osmatico (Albertyn y col.,
1994; Nevoigt y Stahl, 1996)) mostré niveles de expresion
similares en ambas cepas (1,15 = 0,15), en el caso del GPD2 (que
codifica también una glicerol 3-fosfato deshidrogenasa) los niveles
de mRNA son superiores en ICV16 (5,55 + 0,39). Lo contrario
ocurre para el gen STL1, inducido por estrés osmotico (Ferreira y
col., 2005), que codifica una proteina simporte glicerol-proton
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(0,19 £ 0,01 seria el valor de la relacion entre los niveles en ICV16
con respecto a W303 diploide para este gen). El gen GUP1,
también implicado en la captacion de glicerol (Holst y col., 2000)
esta mas expresado en la cepa W303 diploide (0,54 %= 0,07).
Finalmente, para FPS1, que codifica un canal de la membrana
plasmatica implicado en la entrada y salida del glicerol (Luyte y
col., 1995), la expresion es similar en ambas cepas (1,26 £ 0,05).

Para determinar si los niveles de mRNAs de todos estos
genes puede desempefiar un papel en la adaptacion de las
levaduras al crecimiento en medios con elevadas concentraciones
de azlcar, se llevaron a cabo analisis de expresion de los mismos
tanto en la cepa ICV16 como en otras cepas vinicas de la levadura
S. cerevisiae. Concretamente, el estudio se ampli6 a las cepas
vinicas comerciales Lalvin T73, Uvaferm CEG, Al (Francia) y A2
(Espafa). La empresa que comercializa estas levaduras
(Lallemand) nos havia informado previamente que si bien las
cepas Al y A2 presentan un alto interés enoldgico por sus
propiedades organolépticas, muestran problemas al inicio de la
vinificacion (Dr. Antonio Palacios, comunicacion personal). En
primer lugar se hizo un estudio del comportamiento de todas estas
cepas en medio YP20 tras inocular 5-10° células/mL procedentes,
como en casos anteriores, de cultivos de 16 horas en medio YPD.
El crecimiento durante las siguientes horas se sigui6é por
determinacion de células viables. Los resultados se presentan en la
Figura C3.3.
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Figura C3.3. Crecimiento en YP20 de varias cepas comerciales de S. cerevisiae. Se
inocularon en medio YP20 5-10° células/mL a partir de cultivos de 16 horas en YPD.
El ndmero de células viables se determiné mediante recuento en placas donde se
habian sembrado diluciones apropiadas de los cultivos preparadas a diferentes
tiempos tras la inoculacion. Los valores que se muestran son relativos al namero de
células viables a tiempo 0. Se muestra la media y la desviacion estandar de tres
experimentos independientes.

De acuerdo con estos resultados es posible diferenciar entre
cepas vinicas sin problemas de viabilidad en condiciones de
crecimiento en medios conteniendo altas cantidades de azulcar
(Grupo I: ICV16, T73 y CEG) y cepas con numeros bajos de
células viables (Grupo 11: Al y A2).

Una vez definido el comportamiento de las diferentes cepas
vinicas se procedié en todas ellas al andlisis de los niveles de
mMRNA de los genes implicados en la captaciéon y en el metabolismo
del glicerol que se han mencionado al inicio de este apartado. La
Figura C3.4 muestra los resultados de los experimentos llevados a
cabo utilizando las mismas condiciones de crecimiento descritas a
lo largo de este capitulo. En ella se indican los datos de expresion
obtenidos para cada uno de estos genes en cada cepa con respecto
a los encontrados en la cepa ICV16, considerada en este estudio
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como cepa de referencia. En el caso del gen GPD1 los valores se
determinaron mediante analisis Northern, mientras que en el resto
de los genes se recurri6 a RT-PCR en tiempo real debido a sus
menores niveles de expresion

En el caso del gen GPD1, se observan niveles de mRNA muy
diferentes entre las cepas, siendo de 4,5 a 7,8 veces menores en
las dos con mayores defectos en viabilidad en 20% glucosa (Al y
A2) que en la ICV16.

Con respecto a GPD2, el resultado es similar. Se detecta
variabilidad entre cepas y, ademas, las dos con problemas de
crecimiento en 20% de glucosa (Al y A2) muestran valores
inferiores al resto de Ilas cepas (con un cambio de
aproximadamente 2 veces, cuando se comparan los datos con los
de la cepa ICV16).

A diferencia de los resultados encontrados en los casos
anteriores, el gen GUP1l presenta una expresion mayor en estas
dos cepas que en las restantes, con diferencias de 2,4 a 5,9 veces
respecto a ICV16.

En el caso de STL1 se detectan niveles muy superiores en la
cepa T73, pero no es posible encontrar una correlaciéon entre la
expresion génica y el comportamiento durante las primeras horas
en YP20. La misma conclusién se puede obtener analizando los
datos de FSP1, en donde las diferencias de expresion encontradas
entre cepas oscilan entre 0,63 y 1,8.
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Figura C3.4. Expresion de GPD1, GPD2, GUP1, STL1 y FPS1 en YP conteniendo
20% glucosa en varias cepas vinicas. Células procedentes de cultivos de 16 horas
en YPD se inocularon en YP20 a una ODgoo de 0,3. Las muestras se tomaron tras 1
hora de incubacion para el anélisis de RNA con sondas u oligonucleoétidos disefiados
para la deteccion especifica de estos genes (Tabla M.2 de Materiales y Métodos). La
expresion de GPD1 fue determinada mediante analisis “Northern” y la de los otros
genes por RT-PCR en tiempo real. Los datos se normalizaron con respecto a los
obtenidos para el gen ACT1 y fueron referidos a los de la cepa de referencia ICV16.
Se presenta la media y la deviacion estandar de tres experimentos independientes.

De acuerdo con estos resultados, la expresion de varios de
los genes considerados es particularmente diferente entre las
cepas Al y A2 y el resto de levaduras vinicas consideradas, lo que
sugiere que la expresion de estos genes podria tener relevancia en
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la adaptacion a las elevadas concentraciones de glucosa en
tiempos cortos tras las inoculacion. De acuerdo con la diferentes
funciones de los genes analizados, los niveles mas bajos
encontrados en el caso de los genes GPD y los superiores en el
caso de GUP1 podrian indicar una menor capacidad de estas dos
cepas para producir glicerol, asi como mayores posibilidades de
captarlo del medio (en el caso que estuviera presente en el
mismo).

3. Relevancia del contenido intracelular de glicerol en las
levaduras vinicas en la adaptaciéon al crecimiento en el mosto

Los datos obtenidos en el apartado anterior sugieren que
podrian existir variaciones en los niveles de glicerol entre las
diferentes cepas consideradas. Para analizar esta posibilidad se
determiné el contenido intracelular de glicerol 60 minutos después
de haber transferido las células al medio YP20. Se eligi6 este
tiempo por estar préximo al requerido por las células de levadura
para conseguir el maximo nivel de este osmolito en otras
condiciones de estrés osmoético (Hohmann y Mager, 2003). Como
control se determind también el contenido de glicerol en
condiciones de crecimiento exponencial en medio YPD. Los
resultados se muestran en la Tabla C3.5.

En todas las cepas consideradas la concentracion
intracelular de glicerol se sitta entre 0,9-2,5-10 umol glicerol/ug
proteina en condiciones de crecimiento exponencial. Tras 60
minutos en un medio con elevadas concentraciones de glucosa el
valor llegé a superar los 3-107 umol glicerol/pg proteina, excepto
en el caso de las cepas Al y, sobre todo, A2. La aplicaciéon de la
herramienta ANOVA con P < 0.05 indicd que las diferencias entre
la cepa A2 con respecto a la ICV16 eran estadisticamente
significativas.
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Tabla C3.5. Contenido intracelular de glicerol (umol glicerol/ug
proteina total) en las cepas vinicas seleccionadas.

Cepa 20%b Glucosa 60 min 2% glucosa exponencial
ICV16 3,04-10° + 4,63-10° 1,34-10% + 1,73-107
T73 3,15-10° + 8,90-10° 1,10-10* = 2,79-10°
CEG 3,59-10° + 5,64-10° 9,18-10°+ 1,67-10°
Al 2,65-10° +1,71-10° 2,45-10* + 6,52-10™
A2 2,37-10° +1,95.10° 1,29-10% = 1,79-107

Las variaciones en los niveles de glicerol intracelular
encontradas entre las cepas A2 e ICV16 podrian ser debidas a
diferencias cinéticas en cuanto a la produccion de este osmolito
por lo que se procedio6 a llevar a cabo un estudio de la evoluciéon de
dichos niveles durante las primeras 4 horas tras la inoculacién de
las células de levadura en YP20. Los resultados de este
experimento, mostrados en la Figura C3.5, indican que en ambas
levaduras los niveles maximos de glicerol intracelular se
alcanzaron antes de 1 hora tras la inoculacién, siendo 1,3 veces
mayores en la cepa ICV16. Sorprendentemente, a pesar del
mantenimiento de las condiciones de estrés osmotico, con el
transcurso del tiempo se observa una disminucion de estos
niveles, siendo mas rapida en el caso de la cepa ICV16, aunque los
valores encontrados para ambas cepas a las 4 horas son similares.

De acuerdo con estos resultados, los genes implicados en la
producciéon y en la captacion y liberacion del glicerol de la célula
podrian estar implicados en la adaptacion de las cepas de levadura
al 20% de glucosa a través del control de los niveles de glicerol, al
menos a tiempos muy cortos, aunque es muy probable que otros
mecanismos también estén involucrados.
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Figura C3.5. Perfil de la evolucion de la concentracion intracelular de glicerol en las
cepas ICV16 y A2. Células procedentes de cultivos de 16 horas en YPD de estas
cepas se inocularon en YP20 a una ODggo de 0,3. Las muestras se tomaron tras 0O,
1, 1,5, 2 y 4 horas de incubacion. Los extractos y la cuantificacion de glicerol se
realizaron como se explica en el apartado 2.13.5 de Materiales y Métodos. Se
muestran los valores normalizados frente a tiempo cero de la cepa ICV16. Los
datos corresponden a la media y la deviacidn estandar de tres experimentos
independientes.

4. (Es posible la preadaptacion de las levaduras vinicas a
las condiciones de estrés osmotico presentes al inicio de la
vinificacion?

Estudios llevados a cabo con diversas cepas vinicas de
levadura han demostrado que su pre-adaptacion a condiciones
particulares de estrés que tienen lugar durante la vinificacion
puede ayudar a la mejora de sus capacidades fermentativas. Esta
estrategia se utilizd, por ejemplo, en la adaptacion a las
vinificaciones a bajas temperaturas (Llauradé y col., 2005). En el
caso de la respuesta al estrés osmadtico al que se enfrentan las
levaduras al inicio de la vinificacion, Novo y col. (2007) realizaron
un estudio considerando el efecto de la pre-incubacion de la
levadura seca activa en medios como agua, 200 g de sorbitol/L,
100 g de glucosa/L + 100 g de fructosa/L y mosto sintético; sus
resultados indicaron que la viabilidad celular no variaba

248



Capitulo 4

significativamente entre estos tratamientos, pero la vitalidad,
estimada a partir de medidas de produccion de CO,, era mayor
cuando las células se incubaban en mosto sintético.

Dado que nuestro estudio se centra en la influencia sobre
las levaduras de las elevadas concentraciones de glucosa, se utilizé
una aproximacion para la rehidratacion de las levaduras previa a
su inoculaciéon en el medio YP20 basada en la utilizacion de medios
con diferentes concentraciones de glucosa (0, 2%, 5% y 10%). En
todos los casos, y siguiendo las instrucciones de varias de las
empresas comercializadoras, la levadura seca activa fue incubada
en estos medios de rehidrataciéon durante 20 minutos a 37°C. A
continuacion se realizé una dilucion 1:500 en medio YP20, se
incubaron las células en agitacion suave a 22°C y se fueron
tomando medidas de produccién de CO, cada 30 minutos durante
las siguientes 5 horas, usando un Chittick. En estos experimentos
se consideraron las dos cepas comerciales de levadura que
presentaban problemas de crecimiento al inicio de la vinificacion
(Al y A2). La Figura C3.6 muestra la evolucion de la vitalidad de
las dos cepas en estas condiciones experimentales.

Los resultados descritos en la Figura C3.6 indican que la
capacidad fermentativa muestra diferencias dependiendo de la
cepa y de la condicion de rehidratacion. En el caso de la A2, los
mayores valores se encuentran en medios conteniendo 5% y 2%
de glucosa, siendo las diferencias estadisticamente significativas
entre 5% de glucosa y agua en el intervalo de 30 a 150 minutos
tras la inoculacion, y Unicamente en el punto de 30 minutos para
glucosa 2% en comparacion con agua. En lo que respecta a Al, la
mayor capacidad fermentativa se obtuvo cuando las células fueron
rehidratadas en 2% de glucosa y la menor en 10%:; las diferencias
encontradas en este caso fueron estadisticamente significativas
durante la mayoria de los puntos considerados en el caso de
glucosa 2% (con respecto a agua), desde 90 a 150 minutos al
considerar glucosa 5% y en alguno de los puntos para glucosa
10%.
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Figura C3.6. Determinacion de la vitalidad de las cepas de levadura A2 (panel A) y
Al (panel B). Tras rehidratar la levadura seca activa durante 20 minutos a 37°C en
medios conteniendo diferentes concentraciones de glucosa (0, 2%, 5% y 10%), las
células se inocularon en medio YP20 a una concentracién de 10° células/mL. Los
valores que se presentan corresponden a los mL de CO, producidos en los tiempos
considerados y representan la media y la desviacion estandar de tres experimentos
independientes. Los datos han sido normalizados con respecto al nimero de células
viables de cada una de las cepas en el momento de la inoculacién. Los asteriscos
indican los casos en los que las diferencias entre los valores obtenidos en una
determinada condicion y la de rehidratacion en agua son estadisticamente
significativas (considerando un valor p < 0,05).

250



Capitulo 4

5. Discusion

En este capitulo se ha llevado a cabo un analisis
comparativo en el que se ha incluido una cepa de laboratorio
diploide y varias cepas vinicas (algunas de las cuales presentan
problemas de crecimiento al inicio de la vinificacion) con el
propoésito de determinar caracteristicas que puedan ser relevantes
en la adaptacion de las levaduras vinicas al crecimiento en el
mosto, un medio con elevadas concentraciones de glucosa.

Las levaduras vinicas han sido seleccionadas con fines
biotecnolégicos, particularmente para la produccién de vino, de
acuerdo con una serie de caracteristicas que han sido revisadas en
la introduccién de esta Tesis. Una de ellas es la capacidad de
conducir una fermentaciéon vigorosa con una fase de latencia corta
(Degree, 1993; Schuller y col., 2005). Debido a las elevadas
concentraciones de azUcares presentes en el mosto (alrededor de
200 g/L de una mezcla equimolar de glucosa y fructosa), las
células de levadura se ven afectadas en el momento de la
inoculaciéon en dicho medio por este tipo de estrés osmoético
(Attfield, 1997) y la capacidad de las levaduras para detectar y
responder a esta condicion adversa puede ser relevante para el
comportamiento durante la fermentacion, principalmente en las
primeras horas. Nuestros datos indican que la cepa vinica ICV16,
que es utilizada en nuestro laboratorio como una buena cepa
fermentativa (Zuzuarregui y del Olmo, 2004a,b), muestra una
mayor viabilidad en medios con elevadas concentraciones de
glucosa que la cepa de laboratorio W303 diploide. Los mayores
niveles de expresion de los genes implicados en glicolisis,
fermentacion y procesos biosintéticos (incluyendo replicacion de
DNA) en la cepa vinica en el estudio transcriptémico global en 20%
de glucosa que se presenta en este trabajo pueden explicar el
mejor comportamiento fermentativo que presenta la cepa ICV16
en medios con elevadas concentraciones de azUcar.

Con la finalidad de descubrir otras claves que pudieran
explicar cuales pueden ser las razones de la adaptacion de las
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levaduras vinicas al estrés osmatico inicial de la vinificacion, se
introdujo en este estudio diversas cepas vinicas, algunas de ellas
(A1l y A2) con problemas de crecimiento al comienzo del proceso
(Antonio Palacios, comunicacion personal). Tanto la cepa A1 como
la A2 muestran un menor incremento en el niumero de células
viables durante las primeras horas de incubacién en medios con
elevadas concentraciones de azlcar en comparacion con las otras
cepas vinicas comerciales consideradas (Figura C3.3), lo que
podria explicar los problemas fermentativos detectados. Desde el
punto de vista de la expresion génica, ambas cepas presentan
menores niveles de mRNA en elevadas concentraciones de glucosa
de los genes GPD1 y GPD2, que codifican los enzimas con
actividad glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD™
necesarios para la produccion de glicerol. Si bien las proteinas
codificadas por estos dos genes homoélogos desempefian funciones
diferentes en la adaptacion al estrés osmético y en la regulacion
redox (Ansell y col., 1997), dado que el glicerol es el osmolito
compatible que las células de levadura utilizan para contrarrestar
el estrés osmotico (Blomberg y Adler, 1992) estos resultados
podrian explicar la menor viabilidad de estas cepas en altas
concentraciones de azlcares. De hecho nuestros datos muestran la
presencia de menores niveles de glicerol en la cepa Al y, sobre
todo en la A2, en las condiciones estudiadas (comparados con los
de las otras cepas). No se puede decartar que otros factores
puedan influir en los problemas de crecimiento de estas cepas al
inicio de la vinificacion.

En este trabajo también se ha estudiado la expresion de
genes que codifican proteinas implicadas en el transporte del
glicerol, pero s6lo GUP1 presenta una tendencia diferente en las
cepas Al y A2 con respecto a las otras cepas seleccionadas para
este estudio; teniendo en cuenta la posible implicacion de la
proteina codificada por este gen en la captacion de glicerol (Holst y
col., 2000), este dato podria indicar una mejor capacidad de estas
dos cepas para el transporte de (glicerol desde el medio
extracelular al interior de la célula. El significado de los resultados
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encontrados para éste y otros genes es dificil de explicar porque la
expresion del gen STL1 esta reprimida por glucosa (Ferreira y
Lucas, 1997; Lages y Lucas, 1997), Fpslp es inactiva en
condiciones de estrés osmatico (Luyten y col., 1995) y GUP1 y su
homodlogo GUP2 estan reprimidos por glucosa a nivel
transcripcional durante el crecimiento fermentativo (Pavlik y col.,
1993; Rgnnow Yy Kielland-Brandt, 1993).

Los resultados encontrados en este capitulo sugieren una
aproximacion experimental para resolver los problemas de
crecimiento inicial de las cepas A1 y A2 en medios con elevadas
concentraciones de glucosa. Se trata de pre-adaptar estas cepas
durante la etapa de rehidratacion de la levadura seca activa en
medios con concentraciones de glucosa intermedias, siguiendo una
estrategia similar a la que se utilizd con éxito para la pre-
adaptacion de las levaduras a vinificaciones llevadas a cabo a
bajas temperaturas (Llauradé y col., 2005). Nuestros resultados
indican que es posible mejorar la vitalidad, y con ello la capacidad
fermentativa, de estas dos cepas siguiendo esta aproximacion,
encontrando los mejores resultados para la rehidratacion con 2%
de glucosa en el caso de A2 y con 5% en el de Al. El mejor medio
para la pre-adaptacion puede ser diferente dependiendo de la cepa
considerada. De hecho, Novo y col. (2007) describen mejoras en la
vitalidad en 10% de glucosa y 10% de fructosa en comparacion
con la condicién control (agua) para otra cepa bien adaptada al
proceso de vinificacion, la QA23. De acuerdo con esto, la pre-
adaptacion en el medio de rehidratacion podria ser util en la
mejora de la capacidad fermentativa de las cepas de levadura con
problemas en el comienzo de la produccion del vino, pero la
composicion precisa en azUcares de este medio y su efecto
deberian ser evaluados para cada uno de los casos.
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CAPITULO 4

Mejora del comportamiento fermentativo de cepas
vinicas en condiciones de Vvinificaciobn a través de
manipulaciones de los genes de respuesta a estrés HSP26 e
YHRO87W

Como se ha comentado ampliamente en esta Tesis, las
células de levadura se ven afectadas por toda una serie de
condiciones de estrés, incluyendo estrés osmético, limitacion de
nutrientes como el nitrogeno o produccién de etanol (Attfield,
1997; Bauer y Petrorius, 2000), que comprometen su capacidad
para llevar a cabo con éxito el proceso de produccion del vino.

En los dltimos afios se han obtenido importantes
conocimientos sobre los mecanismos implicados en la respuesta a
estrés tanto en cepas de laboratorio como en cepas vinicas. La
denominada respuesta a estrés ambiental (ESR, Gasch y col.,
2000) implica el incremento de la expresion de aproximadamente
900 genes en diversas condiciones adversas para el crecimiento de
las levaduras. Méas recientemente, Marks y col. (2008) han
caracterizado la respuesta a estrés fermentativo (FSR), definida
por un grupo de 223 genes altamente inducidos en varios puntos
de la fermentacion vinica.

Segun se ha descrito en la introduccién general de este
trabajo, el conocimiento de estos mecanismos de respuesta a
estrés en las levaduras ha permitido diversas manipulaciones
genéticas que han mejorado sus propiedades fermentativas
(Remize y col., 1999; Pérez-Torrado y col., 2002b; Rossignol y
col., 2003; Cambon y col., 2006; Cardona y col., 2007).

En este capitulo se describen diferentes estrategias para la
manipulaciéon de dos genes implicados en la respuesta a estrés
(HSP26 e YHRO87W) a los que se ha hecho referencia en capitulos
anteriores.
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1. Seleccion de las cepas, genes y estrategias para los
experimentos de manipulacidon genética

La seleccion de las cepas utilizadas en este capitulo se hizo
en base a los conocimientos previos que teniamos en nuestro
laboratorio. ICV16 e ICV27 presentan diferencias en el
comportamiento fermentativo y en la expresion génica. La cepa
ICV16 ha sido ampliamente utilizada a lo largo de este trabajo por
su buen comportamiento fermentativo. Estudios comparativos
entre ambas cepas permitieron demostrar que ICV16 es capaz de
completar vinificaciones, mientras que ICV27 deja ciertos niveles
de azucares residuales (Zuzuarregui y del Olmo, 2004a). Por otro
lado, andlisis transcriptobmicos indicaron que la cepa ICV27
presenta menor expresion de algunos de los genes de respuesta a
estrés, incluyendo HSP26, y datos protedmicos revelaron niveles
menores de la proteina codificada por este gen en esta cepa
(Zuzuarregui y del Olmo, 2004b; Zuzuarregui y col., 2006). Tanto
la cepa ICV16 ura3” como la cepa ICV27 ura3” fueron construidas
anteriormente en nuestro laboratorio por la Dr. Zuzuarregui (Tesis
doctoral) siguiendo el procedimiento seguido por Guldener y col.
(1996), lo que posibilita su transformacion con plasmidos
multicopia y centroméricos. De hecho en dicho trabajo se llevaron
a cabo algunos experimentos preliminares en este sentido.

Los genes a manipular se han seleccionado por su relacién
con la respuesta a estrés. HSP26 es uno de los genes que forman
parte de la FSR. Codifica una proteina citoplasmatica que participa
en la respuesta a diversas formas de estrés (incluyendo choque
térmico y estrés por etanol) y en el plegamiento de proteinas
(Morimoto y col., 1994). En cuanto a YHRO87W, los resultados
descritos en el Capitulo 2 de este trabajo y en otros estudios
(Erasmus y col., 2003; Kaeberlein y col., 2002; Gasch y col.,
2000; Savchenko y col., 2005) demuestran que se induce en
condiciones de estrés osmoético (incluyendo el causado por
elevadas concentraciones de glucosa), asi como por otras
situaciones adversas para el crecimiento de las levaduras, y que
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podria estar implicado en el control post-transcripcional de la
expresion génica.

Las manipulaciones genéticas utilizadas en este trabajo
incluyen la expresion de estos genes en plasmidos multicopia y
centromeéricos, asi como la sustitucion del promotor de al menos
una de sus copias gendmicas por el de los genes SPI1 o PGK1. El
gen SPI1 codifica una proteina importante en la estructura y
biogénesis de la pared celular (Keptein y col., 1999; Horie e Isono,
2001) y se induce en diversas condiciones de estrés (Gasch y col.,
2000; Cardona y col., 2009). Los maximos niveles de expresion de
este gen en condiciones de vinificacion se han encontrado en fases
tardias (Puig y Pérez-Ortin, 2000b), por lo que ha sido utilizado
previamente en manipulaciones  genéticas de  utilidad
biotecnolégica (Cardona y col., 2007). De hecho los resultados
descritos en el dltimo de estos trabajos demuestran que el uso de
este promotor permite la expresion regulada por estrés de los
genes que tenga bajo su control. Por otro lado el gen PGK1
codifica el enzima glicolitico fosfoglicerato quinasa, cuyos niveles
de expresion mas altos se alcanzan en la fase de crecimiento
exponencial para disminuir posteriormente de forma gradual
durante la fase estacionaria (Puig y Pérez-Ortin, 2000a), en
correlacion con los cambios en la tasa de fermentacion.

2. Construccion de cepas vinicas manipuladas
genéticamente

Todas las cepas obtenidas se describen en la Tabla M.4
(apartado de Materiales y Métodos) y derivan de las ICV16 e
ICV27 o de sus correspondientes ura3".

En las cepas ura3’, los genes HSP26 e YHRO87W se
expresaron bajo el control de su propio promotor tanto en un
plasmido multicopia (YEp352) como en uno centromérico
(pRS316). La construccion de estos plasmidos (Yep352-
HSP26/YHRO87W y pRS316-HSP26/YHR087W) se ha descrito en el
apartado 2.3.4 de Materiales y Métodos.
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También se procedié en las cepas ICV16 e ICV27 a la
sustitucion del promotor de ambos genes en al menos una de sus
copias gendmicas por el del gen SPI1 o por el del PGK1, de
acuerdo con el procedimiento utilizado por Cardona y col. (2007),
que se describié en la seccion de Materiales y Métodos (apartado
2.2.3). Las cepas resultantes se denominaron ICV16(ICV27)-
PSPI1-HSP26/YHRO87W o] ICV16(ICV27)-PPGK1-HSP26/
YHRO87W.

Las modificaciones en el genoma fueron comprobadas
mediante PCR. En el caso de la sustitucion de los promotores de
HSP26 e YHRO87W por el de SPI1 se utilizaron para ello los
oligonucledtidos SPIld e YHRO87R/HSP26B (segun el gen
modificado), asi como las combinaciones HSP26-5/HSP26-3 o
YHRO087-5/YHR087-3. La Figura C4.1 muestra un ejemplo de estas
comprobaciones. En el panel A puede observarse como en las
cepas con el promotor del gen YHRO87W sustituido por el del gen
SPI1 en la amplificacion llevada a cabo con los oligonucleétidos
YHRO87W-5 e YHR087W-3 se aprecia una banda de 630 pb
correspondiente a la(s) copia(s) gendmica(s) no maodificada(s) y
otra de 2500 pb aproximadamente que resulta del cambio de
promotor, conteniendo aun el cassette de resistencia a
kanamicina. Los paneles B y C muestran en las cepas en el estado
final de manipulacion (cuando se ha eliminado el gen kanMX) los
resultados de la amplificacion con los oligonucledtidos citados
anteriormente o con la combinacion HSP26-5 y HSP26-3
(dependiendo del gen modificado); en el caso de la sustitucion del
promotor de HSP26 se detecta una banda de 960 pb
correspondiente al gen no modificado y una de 1300 pb debida a la
introduccién de la fusion PSPI1-HSP26. En las cepas en las que se
ha sustituido el promotor de YHRO87W por el de SPI1 los tamafios
de las bandas correspondientes son de 630 y 1400 pb
respectivamente. En el caso de la sustitucion del promotor de
YHRO87W por el de PGK1, los resultados de algunos de los
experimentos de comprobacion se muestran en el panel D de la
Figura C4.1. También en este caso se emplearon diferentes
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combinaciones de oligonucledtidos (PGK1-D e YHR087-R asi como
YHRO87W-5 e YHRO87W-3). En la Figura puede observarse como
la utilizacion de la primera pareja da lugar a una banda de 470 pb
que no aparece en las cepas de partida.
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Figura C4.1. Seguimiento por PCR de la construcciéon de las cepas ICV16(ICV27)-
PSPI1(PPGK1)-HSP26/YHRO87W. A) Resultado de la amplificacion con los
oligonucleo6tidos YHRO87W-5/YHR087W-3 de DNA gendmico de las cepas ICV16 e
ICV27 con y sin introduccion del cassette de sustitucion del promotor de YHRO87W
por el de SPI1. B,C) Resultado de la amplificacion con los oligonucleétidos HSP26-
5/HSP26-3 o YHR087W-5/YHR087W-3 de DNA gendmico de las cepas ICV16 e ICV27
y de sus correspondientes modificadas por sustitucion de promotores de HSP26 o
YHRO87W por el del gen SPI1, tras la eliminacién del gen de resistencia a
kanamicina. D) Resultado de la amplificacion con los oligonucleétidos PGK1-D e
YHRO87R de DNA gendmico de las cepas ICV16 o ICV27 y de las correspondientes
modificadas por sustitucion del promotor de YHRO87W por el de PGK1 en al menos
una copia genémica.

259



Resultados

El proceso completo de manipulaciéon (que implica las
etapas de insercion de los cassettes conteniendo el gen kanMX,
transformacion con el plasmido Yep351-cre-cyh, pérdida del gen
kanMX y eliminacién del plasmido de la recombinasa Cre) fue
seguido por crecimiento en placas con los antibiéticos adecuados,
como se muestra en la Figura C4.2 para el caso de la sustitucion
del promotor del gen HSP26 por el del SPI1 en la cepa ICV16.

YPD+geneticina+
cicloheximida YPD

YPD+cicloheximida YPD+geneticina

Figura C4.2. Observacion mediante crecimiento en medio selectivo con antibiéticos
de los pasos seguidos durante la construccion de la cepa ICV16-PSPI1-HSP26. Los
ndameros corresponden a las siguientes cepas: 1) Cepa silvestre ICV16, 2) ICV16
con el cassette PSPI1-HSP26 que contiene el gen de resistencia a kanamicina
integrado en el genoma. 3) Cepa 2 transformada con el plasmido que contiene el
gen de la recombinasa Cre y confiere resistencia a cicloheximida. 4) Cepa
ICV16/PSPI1-HSP26 que ha perdido ya la resistencia a kanamicina pero audn
contiene el plasmido cre-cyh. 5) Cepa modificada final ICV16/PSPI1-HSP26 sin el
plasmido de la recombinasa.
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3. Efecto de la introduccién de HSP26 o YHRO87W en un plasmido
multicopia bajo el control de su propio promotor

Una vez construidas las cepas el primer paso fue
determinar que efecto tenia esta manipulacién en los niveles de
mMRNA de estos genes en determinadas condiciones de estrés. Para
ello se crecieron en medio YPD durante 16 horas y a continuacion
se diluyeron en medio fresco a una ODgy de 0,1 y se dejaron
crecer hasta una ODgoo de 0,5-0,6, tras lo cual se incubaron en el
mismo medio conteniendo 10% (v/v) de etanol o 25% (p/v) de
glucosa durante 2 horas. A continuacion se aislo el RNA y se
analizé mediante Northern en el caso de HSP26; debido a los bajos
niveles de expresion del gen YHRO87W Ila deteccion vy
cuantificacion de este gen se llevé a cabo por RT-PCR en tiempo
real. En la Figura C4.3. se presentan los resultados obtenidos de
este analisis.
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Figura C4.3. Niveles de expresion de los genes HSP26 e YHRO87W en las cepas
ICV16 e ICV27 transformadas con los plasmidos YEp352-HSP26/YHRO87W tras dos
horas de incubacion en medio YP conteniendo 10% de etanol o 25% de glucosa.
Los datos fueron normalizados con los del gen ACT1 y los valores son relativos a los
encontrados en las cepas originales conteniendo el vector YEp352. Se muestra la
media y la desviacion estandar de tres experimentos independientes.* indica que
las diferencias son estadisiticamente significativas con un valor p < 0,05.

En todos los casos las modificaciones resultaron en una
mayor expresion de estos genes. En experimentos llevados a cabo
en 25% de glucosa se encontré6 en ambas cepas una importante
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sobreexpresion del gen HSP26 (5-6 veces). En el caso del estrés
por etanol, se detectd un cambio de 4-5 veces con respecto a las
cepas conteniendo el vector vacio en el caso de HSP26 en la cepa
ICV27 y de YHRO87W en la ICV16.

Considerando la implicacion de estos genes en la respuesta
a estrés, se determind la viabilidad de estas cepas en las
condiciones usadas en el analisis del mMRNA. Los datos se muestran
en la Figura C4.4.
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Figura C4.4. Resistencia a etanol y a elevadas concentraciones de glucosa en las
cepas ICV16 e ICV27 transformadas con los plasmidos YEp352-HSP26/YHRO87W
tras dos horas de incubacién en medio YP conteniendo 10% de etanol o 25% de
glucosa. Los datos se relativizaron con respecto a los encontrados en las cepas
originales conteniendo el vector YEp352 en las mismas condiciones consideradas.
Se muestra la media y la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
* indica que las diferencias son estadisiticamente significativas con un valor p <
0,05.

Los resultados indican que en la cepa ICV16 Ila
sobreexpresion del gen YHRO87W mejora la resistencia a etanol,
mientras que la de HSP26 no afecta la viabilidad. En el caso de
ICV27 la viabilidad es mayor con las dos modificaciones realizadas
y en las dos condiciones testadas, aunque en menor medida y sin
significacion estadistica cuando células sobreexpresando YHRO87W
se someten a estrés por etanol. Todos estos datos demuestran que
estas manipulaciones mejoran la resistencia a estrés,
principalmente en ICV27, la cepa que muestra deficiencias en el
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proceso de vinificacion y menor resistencia a ciertas condiciones de
estrés (Zuzuarregui y del Olmo, 2004a).

Para determinar si las manipulaciones genéticas testadas
podian proporcionar ventajas en el comportamiento de estas cepas
en condiciones similares a las que tienen lugar durante la
fermentacion vinica, se llevaron a cabo experimentos de micro-
vinificacion utilizando inicialmente un mosto Macabeo. Como el
crecimiento se realizé sin utilizar condiciones selectivas para el
mantenimiento de los plasmidos, se determiné en primer lugar la
pérdida de los mismos. Los resultados obtenidos a los 27 dias del
comienzo de la vinificacion se muestran en la Tabla C4.1, e indica
que la cepa ICV27 no es capaz de mantener suficientemente el
plasmido, ni siquiera el vector.

Tabla C4.1. Pérdida de plasmidos durante vinificaciones llevadas a
cabo en mosto Macabeo con cepas ICV16 e ICV27 conteniendo los
plasmidos derivados de YEp352 para la sobreexpresion de los
genes HSP26 e YHRO87W bajo el control de su propio promotor.
Se muestra el valor medio y la desviacion estandar de tres
experimentos independientes.

Cepa Porcentaje de pérdida de plasmido
ICV16/Yep352 24,4 + 3,7
ICV16/YEpHSP26 23,7 £ 6,6
ICV16/YEpYHRO87W 22,7 £ 3,0
ICV27/Yep352 67,1 +9,8
ICV27/YEpPHSP26 77,2+ 12,0
ICV27/YEpYHRO87W 83,8 12,0

De acuerdo con estos resultados, s6lo se procedid a
completar el estudio fermentativo con la cepa ICV16 y sus
derivadas. Las vinificaciones se llevaron a cabo en dos mostos
diferentes (Macabeo y Sauvignon blanc) a 22°C y con diferentes
concentraciones de azucares (en algunos experimentos los mostos
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fueron suplementados con 50 mg/L de glucosa). Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura C4.5.
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Figura C4.5. Consumo de glucosa en experimentos de vinificaciéon con las cepas
derivadas de la ICV16 que contienen el vector YEp352 o los plamidos para la
sobreexpresion de los genes HSP26 e YHRO87W. Panel A: micro-vinificacion llevada
a cabo a 22°C en mosto Sauvignon blanc suplementado con 50 g/L de glucosa.
Panel B: experimento realizado con mosto Macabeo a 22°C. Se muestran la media
y desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Los resultados obtenidos indican que el consumo de glucosa
en las vinificaciones llevadas a cabo a 22°C con mosto Sauvignon
blanc suplementado con glucosa hasta 300 g/L fue mayor durante
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la primera parte del proceso en la cepa con sobreexpresion del gen
YHRO87W (panel A). Las diferencias observadas con respecto a la
cepa conteniendo el vector vacio son estadisticamente
significativas (p < 0,05) a los tiempos de 2, 5 y 8 dias. Por otro
lado, en fermentaciones llevadas a cabo en mosto Macabeo a 22°C
sin adicién de azucar, las dos cepas modificadas mostraron una
reduccion del tiempo requerido para completar la vinificacion
(panel B), siendo las diferencias con la cepa de referencia
estadisticamente significativas entre los 8 y 27 dias.

4. Efecto de la introducciéon de los genes HSP26 o YHR0O87W
en un plasmido centromérico bajo el control de su propio promotor

Dada la pérdida del plasmido multicopia en la cepa ICV27 y
con la intencién de mejorar la estabilidad de las modificaciones
genéticas en esta cepa, se introdujeron los genes HSP26 e
YHRO87W en el plasmido centromérico pRS316, que también
contiene el marcador URA3. El analisis Northern y la RT-PCR
cuantitativa a partir de mRNAs obtenidos tras someter las cepas
modificadas a 2 h de estrés provocado por 10% de etanol o 25%
de glucosa revelaron cambios menores a los observados en las
cepas con plasmidos episomales; a pesar de esto, la resistencia de
las dos cepas al estrés osmadtico causado por 25% de glucosa se
vio incrementada (Figura C4.6).

Se llevaron a cabo experimentos de microvinificacion para
determinar si la mejora en la resistencia a estrés encontrada en
estas cepas podria resultar en una ventaja en el comportamiento
fermentativo. En las condiciones de vinificacion utilizadas la
pérdida plasmidica en este caso no fue mayor al 25%, lo que
indica que este plasmido se mantiene mejor en esta cepa en
condiciones no selectivas que el multicopia.
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Figura C4.6. Efecto de la transformacion de la cepa ICV27 con los plasmidos
pPRS316-HSP26/YHRO87W la expresion génica y la viabilidad tras dos horas de
incubacién en medio YP conteniendo 10% de etanol o 25% de glucosa. Panel A:
Niveles de expresion de los genes HSP26 e YHRO87W normalizados con respecto a
los del gen ACT1. Panel B: porcentaje de células viables de estas cepas relativos a
los encontrados en la cepa que contenia el plasmido pRS316 en las mismas
condiciones. Se muestra la media y la desviacion estandar de tres experimentos
independientes. * indica que las diferencias son estadisticamente significativas con
un valor p < 0,05.

El comportamiento fermentativo se analiz6 en mosto
Macabeo y en las mismas condiciones que en el caso de la cepa
ICV16 con los plasmidos episomales. El resultado de estos
experimentos se muestra en la Figura C4.7. De acuerdo con los
datos del panel A, la sobreexpresion del gen YHRO87W mediante el
plasmido centromérico permite que la cepa modificada pueda
completar el proceso de vinificacion a 22°C y sin glucosa afiadida a
los 37 dias. Las otras dos cepas no son capaces de agotar
completamente la glucosa en dicho tiempo dejando
aproximadamente 20 g/L de azlcar residual. En el caso de la
adicion de azucar (panel B) también se detecta en la cepa que
sobreexpresa YHRO87W un aumento en la velocidad de consumo
de azlcares, sobre todo en este caso en la segunda mitad de la
vinificacion. Ninguna de las cepas analizadas fue, sin embargo,
capaz de finalizar el proceso a los 37 dias.
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Figura C4.7. Consumo de glucosa en experimentos de vinificacion llevados a cabo
con las cepas derivadas de ICV27 que contienen el vector pRS316 o los plasmidos
pRS316-HSP26/YHRO87W. En el panel A se muestran los datos en
microvinificaciones llevadas a cabo a 22°C en mosto Macabeo. En el panel B
aparecen los resultados de experimentos realizados a la misma temperatura y en el
mismo mosto Macabeo pero suplementado con 50 g/L de glucosa a 22°C. Se
muestra la media y desviacion estandar de tres experimentos independientes.

5. Efecto de la sustitucion del promotor de los genes HSP26
o YHRO87W por el del gen SPI1 en alguna de sus copias gendmicas

Otra de las estrategias seguidas para modificar la expresion
de los genes HSP26 e YHRO87W consistid en la sustitucion del
promotor de cada uno de estos genes en alguna de sus copias
gendmicas por el del gen SPI1 que, como ya hemos comentado,
codifica una proteina de pared celular de funcion desconocida y
presenta niveles elevados de expresion en fases avanzadas de la
vinificacion. En las Figuras C4.8 y C4.9 se muestran los resultados
obtenidos sobre expresion génica y viabilidad en las cepas
modificadas mediante esta estrategia bajo las condiciones de
estrés que se vienen considerando a lo largo de este capitulo.
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Figura C4.8. Efecto en las cepas ICV16 e ICV27 de la sustitucion del promotor de
los genes HSP26 o YHRO87W en alguna de sus copias genémicas por el de SPI1
sobre la expresion génica tras dos horas de incubacion en medio conteniendo 10%
de etanol o 25% de glucosa. Se muestran los niveles de expresion de los genes
HSP26 e YHRO87W normalizados con respecto a los resultados del gen ACT1. Se
indica la media y la desviacion estandar de tres experimentos independientes. *
indica que las diferencias son estadisticamente significativas con un valor p < 0,05.

I |CV16-PSPI1-HSP26
1 ICV27-PSPI1-HSP26
160 - I |CV16-PSPI1-YHRO87W
* 3 ICV27-PSPI1-YHRO87W

140 - l l l

120 = f
100 A
80 A
60 A
40 A
20 A
0

Etanol 10% Glucosa 25%

% Viabilidad relativo a la
cepa no modificada

Figura C4.8. Efecto en las cepas ICV16 e ICV27 de la sustitucion del promotor de
los genes HSP26 o YHRO87W en alguna de sus copias genémicas por el de SPI1
sobre la viabilidad tras dos horas de incubacion en medio conteniendo 10% de
etanol o 25% de glucosa. Se muestran los porcentajes de células viables de estas
cepas relativos a los encontrados en las originales sin modificar. Se indica la media
y la desviacion estandar de tres experimentos independientes. * indica que las
diferencias son estadisiticamente significativas con un valor p < 0,05.
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Como se observa en ambas figuras la manipulacion del gen
HSP26 determind un incremento de su expresion en las dos cepas
en aproximadamente 2 a 3 veces en condiciones de estrés por
etanol y osmoético (Figura C4.8). Este efecto resulté en un
incremento moderado (alrededor de 120%) en la viabilidad (Figura
C4.9). En el caso del gen YHRO87W esta estrategia de
manipulaciéon soélo tuvo efectos positivos en la expresion del gen en
estrés por etanol (especialmente en la cepa ICV27), conduciendo a
una ligera mejora en la viabilidad en estas condiciones.

Con respecto al comportamiento fermentativo (Figura
C4.10), la sustitucion en la cepa ICV16 del promotor de YHRO87W
en alguna de sus copias gendmicas por el de SPI1 condujo a un
mayor consumo de glucosa durante los 8 primeros dias en
vinificaciones llevadas a cabo con mosto Macabeo a 22°C. Para la
cepa ICV27 no se produjo mejora con ninguna de las
modificaciones realizadas (datos no mostrados).

250 —=e— |CV16
—-©O— |ICV16-PSPI-HSP26
-0 ICV16-PSPI-YHRO87W

200
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Figura C4.10. Consumo de glucosa en experimentos de vinificacién llevados a
cabo en mosto Macabeo a 22°C con una cepa derivada de la ICV16 en la que se ha
sustituido el promotor de los genes HSP26 e YHRO87W en alguna de sus copias
gendémicas por el del gen SPI1 asi como con la cepa de referencia. Se muestran la
media y desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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6. Efecto de la sustitucion del promotor del gen YHRO87W
por el del PGK1 en alguna de sus copias genémicas

Dado que el promotor del gen de PGK1 ha sido usado por
diversos autores para la sobreexpresion génica en levaduras
(véase Cheng y col., 2006) y que los experimentos descritos en los
apartados anteriores han indicado que la manipulaciéon de HSP26
\2 especialmente, de YHRO87W  permite mejorar el
comportamiento fermentativo, se procedié a la sustitucion del
promotor de alguna de las copias gendmicas del gen YHRO87W por
el del gen PGK1. En las condiciones de estrés analizadas (Figura
C4.11) la expresion de este gen se incrementé de 10 a 40 veces
en el caso de la cepa ICV16 y de 3 a 7 en la ICV27. También se
observé un aumento en la resistencia a estrés por etanol en ambas
cepas (particularmente en la ICV16) con esta manipulacion.
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Figura C4.11. Efecto en las cepas ICV16 e ICV27 de la sustitucion del promotor
del gen YHRO87W en alguna de sus copias gendmicas por el del PGK1 sobre la
expresion génica y la viabilidad tras dos horas de incubacion en medio conteniendo
10% de etanol o 25% de glucosa. Se muestran los niveles de expresion de los
genes HSP26 e YHR087W normalizados con respecto a los resultados del gen ACT1
(panel A) y el porcentaje células viables de estas cepas relativos a los encontrados
en las cepas originales sin modificar (panel B). Se indica la media y la desviacion
estandar de tres experimentos independientes. * indica que las diferencias son
estadisticamente significativas con un valor p < 0,05.

A pesar del incremento en los niveles de expresion en
ambas cepas, no hubo ninguna mejora en el comportamiento en
condiciones de vinificacion de estas cepas (datos no mostrados).
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7. Discusion

A lo largo de todas las etapas de la produccién del vino,
desde el crecimiento en melazas para obtener la biomasa hasta el
final de la fermentacion alcohdlica o el envejecimiento bioldgico,
las células estan secuencialmente afectadas por diferentes
situaciones de estrés, como el estrés osmoético, el estrés oxidativo,
pHs acidos, el agotamiento de nutrientes o el estrés por etanol.
Varios trabajos publicados en los Ultimos afios indican que las
células responden a estas condiciones adversas a través de
cambios en la expresion de diversos genes durante todo el proceso
(Rossignol y col., 2003; Mendes-Ferreira y col., 2007a; Marks y
col., 2008). Ademas, ciertas correlaciones observadas entre la
respuesta a estrés, la expresion génica y el comportamiento
fermentativo sugieren que la viabilidad de las levaduras frente a
situaciones adversas para su crecimiento constituye un criterio util
para la seleccion de cepas vinicas (Zuzuarregui y del OIlmo
2004a,b; Zuzuarregui y col., 2006).

A partir de todas estas evidencias, durante los Ultimos afios
se ha dedicado un gran esfuerzo al desarrollo de algunas
estrategias de manipulacién genética en levaduras vinicas para
mejorar la resistencia a las condiciones adversas que tienen lugar
durante la produccion del vino. Estas estrategias han permitido
incrementar la tasa de fermentacién en fase estacionaria (Remize
y col., 1999) o durante los primeros dias de la vinificacion
(Cardona y col., 2007), o mejorar la viabilidad en condiciones de
deprivacion de glucosa (Pérez-Torrado y col., 2002).

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio han
indicado que la expresion del factor de transcripcion Msn2p,
implicado en la respuesta a estrés, puede ser modulada para
permitir una mejora tanto de la resistencia a condiciones adversas
para el crecimiento como del comportamiento fermentativo
(Cardona y col., 2007). De acuerdo con estos resultados, en este
trabajo se procedi6 a considerar los efectos de otras
manipulaciones genéticas relacionadas con la respuesta a estrés
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que tuvieran un impacto minimo en el transcriptoma global de la
levadura. Con este fin, se seleccionaron dos genes particulares
(HSP26 e YHR087W) y se combinaron diferentes estrategias:
sobreexpresion en plasmidos episomales o centroméricos bajo el
control de sus propios promotores y sustitucién del promotor de
estos genes en alguna de sus copias gendmicas por el de genes
como SPI1 o PGKL1. Estas modificaciones se llevaron a cabo en dos
cepas vinicas (ICV16 e ICV27) que presentaban diferencias en su
comportamiento  fermentativo, siendo la segunda una
fermentadora “lenta” (Zuzuarregui y del Olmo, 2004a). Esta cepa
(ICv27) fue mas dificil de manipular genéticamente y no pudimos
mantener en sus células de forma estable plasmidos episomales
(ni siquiera el vector) en ausencia de sistemas de seleccion (como
es el caso del crecimiento en mostos), probablemente por alguna
una razoén genética que desconocemos. Sin embargo, si fue posible
introducir y mantener estables plasmidos centroméricos o
modificaciones dirigidas al genoma.

Los resultados obtenidos indican que las manipulaciones
realizadas, en general, resultan en un incremento de la expresion
de los genes considerados, aunque estos incrementos también se
pudieron observar en condiciones de crecimiento control, es decir,
fase exponencial de crecimiento, especialmente cuando se
utilizaron los plasmidos episomales (datos no mostrados). Ademas,
las cepas modificadas en algunos casos fueron capaces de resistir
mejor las condiciones adversas relevantes para la produccion del
vino consideradas en este trabajo: estrés osmadtico causado por
elevadas concentraciones de azlUcar y estrés por etanol.
Finalmente, algunas de estas cepas han mostrado mejoras en su
comportamiento fermentativo, aunque los resultados dependen de
la clase de mosto utilizado en los experimentos, la temperatura y
la concentracion de azlcares inicial. A lo largo de este capitulo se
han presentado algunos casos en los que fue posible encontrar
diferencias en la evolucion del consumo de azucares durante las
vinificaciones desarrolladas, pero en otros casos no mostrados no
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se pudo detectar ningun efecto de la manipulaciéon, por ejemplo,
cuando las vinificaciones se llevaron a cabo a 16°C o a 30°C.

Probablemente los resultados méas interesantes se
obtuvieron con la expresion del gen YHRO87W bajo el control de su
propio promotor en un plasmido episomal en la cepa ICV16, en un
plasmido centromérico en la cepa ICV27 (que resulta en una
reduccion del tiempo del proceso de fermentacion) y cuando el
promotor se cambia por el de SPI1 en la cepa ICV16 en al menos
una de sus copias gendémicas. Se debe mencionar que la mejora en
el comportamiento fermentativo no fue sélo observada en estas
dos cepas. En vinificaciones llevadas a cabo en paralelo con otra
cepa vinica comercial, la T73 (Querol y col., 1992) a 22°C con
mosto Sauvignon blanc suplementado con 50 g/L de glucosa, la
sobreexpresion del gen YHRO87W en un plasmido multicopia
también mejoraba el consumo de glucosa durante la primera mitad
de la vinificacion (datos no mostrados). Todos estos resultados
apuntan hacia un papel importante del gen YHRO87W en la
vinificacion; ademas, como ya comentamos en el capitulo 2, este
gen esta inducido en elevadas concentraciones de glucosa
(Kaeberlein y col., 2002; Erasmus y col., 2003 y nuestros propios
resultados), en otras condiciones de estrés (Gasch y col., 2000) y
una cepa mutante en este gen presenta defectos en el crecimiento
en medio YP conteniendo 25% de glucosa (apartado 3.2, capitulo
2). Todo este conjunto de resultados sefiala este gen como muy
interesante desde el punto de vista biotecnoldgico, aunque todavia
desconocemos la funcidon concreta que desempefia en las células
de levadura.

Segun datos obtenidos anteriormente en nuestro
laboratorio (Zuzuarregui y col., 2004b, 2006), la expresion del gen
HSP26 y los niveles de la proteina que codifica son menores en la
cepa ICV27 que en la ICV16; lamentablemente, ninguna de las
estrategias seguidas en este estudio para aumentar la expresion
de este gen ha permitido mejorar la capacidad fermentativa de
esta cepa. Esto sugiere que otras razones deben marcar las
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diferencias entre las cepas ICV16 e ICV27 en condiciones de
vinificacion.

Estos resultados demuestran que la regulacion de los genes
de respuesta a estrés en una cepa vinica pueden influir en su
comportamiento fermentativo, aunque es dificil predecir el efecto
concreto de cada una de las manipulaciones, por lo que cada caso
particular deberia ser analizado. El hecho de que en algunos casos
(por ejemplo cuando YHRO87W se expresa bajo el control de su
propio promotor en un plasmido centromérico) la manipulaciéon no
resulte en un incremento significativo en los niveles de mRNA en
determinadas condiciones de estrés pero si en una mejora de la
resistencia a estrés y del comportamiento fermentativo, puede
explicarse por la cinética de la induccién transcripcional del gen.
De hecho, la expresion de YHRO87W en condiciones de estrés
térmico o estrés osmoético es muy rapida y los niveles de mRNA se
reducen aproximadamente en 2-6 veces entre 30 minutos y 2
horas tras la aplicacion del estrés (Gasch y col., 2000; Kaeberlein
y col., 2002), siendo este el tiempo considerado en nuestros
experimentos. La mejora observada en el contexto de la
fermentacion alcohdlica en este caso puede explicarse por el gran
abanico de condiciones de estrés que se dan durante el proceso de
forma simultanea o progresiva.

Otra situacion interesante destacar en este sentido es que
la sustitucion del promotor del gen YHRO87W por el del SPI1 en
una de sus copias gendmicas no conduce a un incremento en los
niveles de mRNA de este gen en condiciones de elevadas
concentraciones de glucosa en ninguna de las cepas, lo que
sugiere una pérdida de la regulacion de la expresion normal del
gen. En otros casos, como en el de la sobreexpresion de HSP26 en
un plasmido episomal en la cepa ICV16 o en un pladsmido
centromeérico en la ICV27, se observa un incremento en los niveles
de mRNA que no se refleja en una mejora de la viabilidad en las
mismas condiciones de estrés; este resultado sugiere que la
manipulaciéon de un gen concreto puede no ser suficiente para
conseguir un efecto positivo en este sentido. Por otro lado, cuando
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consideramos el promotor PGK1, la expresion de YHRO87W si se
ve incrementada, pero no se consigue una mejora de la capacidad
fermentativa, probablemente por la falta de un control temporal
exacto de la expresion durante la vinificacion. Por este motivo, la
sustitucion del promotor de un gen de interés por uno como el
PGK1 (fuerte pero con una expresion baja en etapas avanzadas de
la vinificacion) no seria apropiado para regular los niveles de
mMRNA de genes de estrés con el propdsito de mejorar la
vinificacion.

Los resultados de este capitulo, por tanto, permiten
presentar varias cepas manipuladas que podrian servir para
obtener en un futuro cepas derivadas GRAS (genéticamente
modificadas pero seguras), lo cual seria interesante para su uso
biotecnolégico, siempre que los cambios introducidos no
determinaran ningun efecto en las propiedades organolépticas del
producto final.
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A lo largo de este trabajo hemos tratado de aportar nuevos
datos sobre la respuesta de la levadura S. cerevisiae a varios de
los tipos de estrés con los que se encuentra durante el proceso de
fermentacion alcohdlica. Concretamente, se ha considerado el
estrés osmotico debido a las elevadas concentraciones de azlcares
en el mosto al inicio del proceso y la limitacion de nitrégeno
durante la segunda mitad de la vinificacion.

Para poder llevar a cabo todos estos experimentos hemos
recurrido tanto a cepas de laboratorio (de genética bien conocida
pero dificilmente utilizables en bodega) como a cepas vinicas
comerciales (las responsables en definitiva de llevar a cabo el
proceso industrial). Entre las cepas de laboratorio se debe destacar
la W303 y entre las vinicas la ICV27 y, sobre todo, la ICV16, una
cepa con un buen comportamiento fermentativo que viene siendo
caracterizada y utilizada en nuestro laboratorio durante los ultimos
anos (Zuzuarregui y del Olmo, 2004a,b; Zuzuarregui y del Olmo,
2006). Desde el punto de vista metodoldgico, a lo largo de todo el
trabajo se ha utilizado ampliamente aproximaciones
transcriptomicas globales, puesto que proporcionan una serie de
datos iniciales sobre diferencias de expresién génica entre cepas o
condiciones que ayudan a entender las respuestas moleculares y
dirigen los estudios hacia genes de interés. Estas aproximaciones
vienen siendo muy utilizadas durante los ultimos afios en el campo
de la vinificacién y de las levaduras vinicas y han proporcionado
conocimientos interesantes sobre los cambios moleculares que
tienen lugar durante este proceso. Se pueden destacar en este
sentido los estudios llevados a cabo por Rossignol y col. (2003),
que podria considerarse el pionero, Zuzuarregui y del OImo
(2006), Rossignol y col. (2006), Beltran y col. (2006) o Mendes-
Ferreira y col. (2007). Junto con este tipo de estudios también se
ha recurrido a andlisis particulares de expresion génica utilizando
determinados mutantes asi como a un analisis proteémico global.

Uno de los aspectos considerados en esta Tesis ha sido el
de la respuesta de las levaduras a la disponibilidad de nitrégeno en
el mosto. Las paradas fermentativas durante el proceso de
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fermentacion alcohdlica se deben principalmente al agotamiento de
nitrégeno en el medio, lo que conlleva que el proceso no pueda
terminar en el tiempo adecuado (con el consiguiente aumento de
costes debido al mayor tiempo de utilizacion de las cubas de
fermentacién) y que pueda producirse contaminacion de los
mostos (lo que ocasiona pérdidas de los mismos y del producto
final). Para evitar estas situaciones, una préactica habitual es la
adicion de nitrogeno a los mostos, siendo el momento mas idoneo
la fase exponencial de crecimiento (Beltran y col., 2005). En
nuestro trabajo se muestra que el efecto de la adicion en el
comportamiento fermentativo es relativamente independiente de
la naturaleza de la fuente nitrogenada afadida (amonio,
aminoacidos o una mezcla de ambos), si bien la suplementacion
con aminoacidos en fases tempranas podria ser beneficiosa desde
el punto de vista de las propiedades organolépticas del vino por
resultar en una disminucion de los niveles de acetato de etilo. De
acuerdo con estos datos y otros descritos de forma previa o
simultanea a este trabajo (Hernandez-Orte y col., 2002; Beltran y
col., 2005; Molina y col., 2007; Saerens y col., 2008; Mendes-
Ferreira y col., 2009), la naturaleza de las fuentes nitrogenadas
presentes en el mosto puede ser determinante en el perfil
aromatico del vino, junto con la temperatura y la cepa vinica
responsable de conducir el proceso.

La naturaleza de las fuentes nitrogenadas afiadidas en
fermentaciones limitantes en nitrégeno también introduce cambios
en los patrones de expresion génica, que son consistentes (en los
casos en los que pueden establecerse comparaciones) con los
descritos por otros autores (Backhus y col., 2001; Marks y col.,
2003; Rossignol y col., 2003; Varela y col., 2005; Scheners y col.,
2006; Mendes-Ferreira y col., 2007a), por lo que los principales
cambios relacionados con la adaptacion de la levadura en
condiciones de vinificacion frente a la limitacion y adicion de
nitrégeno son independientes de la cepa o las condiciones
experimentales. Ademas, nuestros estudios transcriptdmicos
globales permiten describir la existencia de una reprogramacion
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diferente de la célula en funcion de la naturaleza de la fuente
nitrogenada afiadida: mientras que tras la adicion de amonio se
activan en mayor grado los procesos relacionados con la
biosintesis de aminoacidos y nucleétidos, tras la de aminoacidos se
ven mas inducidos los implicados en la biosintesis de proteinas, el
ensamblaje de ribosomas y el transporte de aminoacidos.

Una de las conclusiones mas interesantes de este estudio
es la identificacion de posibles marcadores de deficiencias de
nitrégeno en condiciones de vinificacion. En primer lugar cabe
proponer la actividad arginasa, que con anterioridad ya habia sido
considerada en nuestro laboratorio (Carrasco y col., 2003), si bien,
de acuerdo con los resultados obtenidos por Beltran y col. (2004)
su utilidad puede depender de las condiciones concretas de
vinificacion. En segundo lugar, existen varios genes que se derivan
de este trabajo y cuyo nivel de expresion podria servir como
indicador de limitacion o ausencia de nitrégeno, puesto que sus
perfiles de expresiéon muestran un incremento cuando se agota el
nitrgeno y una disminucién tras la adicion de fuentes
nitrogenadas. Un gen interesante en este sentido es el ACA1l, cuya
induccién ya habia sido observada por Gasch y col. (2000) en
condiciones de laboratorio de limitacion de nitrégeno, y que no
presenta cambios importantes de expresion por entrada en fase
estacionaria, a diferencia de lo que ocurre en el caso de genes
como CAR1, HSP26 o SPI1 (Zuzuarregui y del Olmo, 2004b y este
trabajo). En colaboraciéon con los grupos de la Dra. Mendes-Faia y
el Dr. Pérez-Ortin se ha podido confirmar, ademas, un amplio
grupo de genes marcadores de la disponibilidad de nitrégeno a lo
largo de la vinificacion (Mendes-Ferreira y col., 2007b), entre los
que se encuentran MSC1, XYL2, RTN2 y ODC1.

Los Capitulos 2 y 3 de esta Tesis se han centrado en la
respuesta de las levaduras al estrés osmotico causado por
concentraciones elevadas de glucosa. A pesar de los humerosos
estudios transcriptdmicos globales llevados a cabo sobre la
respuesta a estrés osmatico en S. cerevisiae (Gasch y col., 2000;
Posas y col., 2000; Rep y col., 2000, Causton y col., 2001; Yale y
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Bohnert, 2001; Hirasawa y col., 2006), considerando incluso el
causado por elevadas concentraciones de glucosa (Kaeberlein y
col., 2002; Erasmus y col., 2003), la metodologia seguida en
nuestro trabajo con la cepa de laboratorio W303-1la permite
aportar nuevos datos de relevancia. En primer lugar, no sélo ante
el estrés osmotico causado por sorbitol o sal (Gasch y col., 2000;
Posas y col., 2000; Rep y col., 2000; Hirasawa y col., 2006), sino
también en condiciones de elevada concentracion de azlcares, los
genes implicados en el metabolismo del glicerol incrementan su
expresion, de acuerdo con los datos previos de Kaeberlein y col.
(2002). Por otro lado, confirmando observaciones anteriores de
nuestro laboratorio (Pérez-Torrado y col., 2002a), el estado de las
células en el momento de la transferencia al medio con estrés
osmotico (es decir, si se encuentran en cultivos en fase
estacionaria o exponencial) puede influir en los patrones de
expresion génica, particularmente en el caso de genes como los de
respuesta a estrés y los implicados en la respiraciéon celular; tal
vez, al menos en el caso de los genes de respuesta a estrés, el
fendmeno de la proteccion cruzada comentado en la introduccion
de esta Tesis y revisado en detalle por Hohmann y Mager (2003)
pueda explicar este resultado. Ademas, se puede observar, al
menos en determinadas condiciones experimentales, que las
elevadas concentraciones de glucosa pueden desencadenar una
mayor represion por catabolito que 2% de glucosa, aspecto que no
habia sido descrito en los estudios de Kaeberlein y col. (2002). Es
complejo determinar que mecanismos pueden estar implicados en
este hecho pero resultados similares se obtienen en 10% de
glucosa (junto con 10% de fructosa) que en 20% de glucosa, el
gen MIG1l presenta una expresion superior en elevadas
concentraciones de glucosa y rutas como PKA y TOR tienen un
cierto efecto en la regulacion de la expresion de genes como GPD1
y, aunque en menor medida, también de HSP104 en nuestras
condiciones experimentales. Otro dato novedoso demostrado en
este estudio es la implicacidon de la ruta HOG en la respuesta al
estrés provocado por elevadas concentraciones de glucosa; si bien
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existian indicios de actividad de la ruta HOG en condiciones de
vinificacion (Remize y col., 2003) y de un grado de fosforilacion de
la quinasa Hoglp dependiente de la concentraciéon de glucosa
(Tomas-Cobos y col., 2004), nuestros resultados aportan varias
evidencias concluyentes acerca de esta ruta en condiciones de
20% de glucosa: i) mutantes en HOG1l presentan defectos de
crecimiento en elevadas concentraciones de glucosa similares a los
observados en sorbitol 1 M, ii) la expresion del gen GPD1 aparece
disminuida en dichos mutantes, si bien en menor grado que en el
caso del estrés salino (Rep y col., 2000; Posas y col., 2000), iii) la
fosforilacion de Hoglp es muy superior pocos minutos después de
la inoculacion en 20% de glucosa que en 2% de glucosa, de
acuerdo con lo descrito en otras condiciones de estrés osmotico
(Ferrigno y col., 1998; Reiser y col., 1999; Clotet y Posas, 2007).

Una comprension completa de la respuesta al estrés
causado por elevadas concentraciones de glucosa no es posible si
no se contempla de forma comparativa la respuesta de una cepa
de laboratorio, con problemas de crecimiento y viabilidad en
medios conteniendo 20-25% de glucosa, y de una cepa vinica
adaptada a la utilizacion de los azlcares del mosto. En este
sentido el estudio transcriptomico global comparado entre la cepa
W303 diploide y la vinica comercial ICV16 (Capitulo 3) indica que
esta Ultima presenta una mayor expresion de genes implicados en
glicolisis y en procesos fermentativos y biosintéticos, por lo que
podriamos correlacionar la expresion de este tipo de genes con
una mayor facilidad para crecer en medios con elevadas
concentraciones de azucares. Ademas también se han observado
diferencias en los niveles de mRNA de algunos genes relacionados
con el metabolismo y el transporte del glicerol.

Otra de las informaciones obtenidas en nuestros estudios
de respuesta a estrés por elevadas concentraciones de glucosa
estd relacionada con la deteccion de algunos genes de funcion
desconocida que presentan mayores niveles de expresion en
medios con 20% de glucosa que con 2%. En cinco de ellos
(YHRO87W, YGRO52W, YNLO93C, YOR062C e YLR108C) sus
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mutantes de delecion muestran defectos de crecimiento y/o
viabilidad con respecto a la cepa silvestre en medios con elevadas
concentraciones de glucosa. De estos genes, destaca YHRO87W
que, de acuerdo con nuestros datos, también parece influir de la
resistencia de las levaduras a otros tipos de estrés (etanol y
oxidativo) y cuyos niveles de expresion se incrementan en
respuesta a numerosas condiciones adversas para el crecimiento
(Gasch y col., 2000). La comparacion protedmica entre la cepa
mutante en este gen y la cepa silvestre en condiciones de estrés
producido por 20% de glucosa muestra como Unica categoria
sobrerrepresentada la de plegamiento de proteinas, en la que se
incluyen algunas con niveles de expresion diferencial constatados
en nuestro estudio, como HsplO4p y Hsp78p. El hecho de no
detectar cambios en los niveles de mRNAs de los genes que
codifican estas proteinas entre la cepa mutante y la silvestre hacen
pensar en un papel de YhrO87wp en procesos post-
transcripcionales, como exportacion o procesamiento o estabilidad
tanto de mMRNAs como de proteinas. En este trabajo nos hemos
centrado en la posibilidad de una funcibn de este gen en
exportacion de mRNAs, puesto que datos obtenidos por otros
autores (Savchenko y col., 2005) habian indicado interacciones
entre YhrO87wp y proteinas implicadas en este proceso, como
Yra2p y Npl3p. De acuerdo con los resultados obtenidos, parece
ser que esta proteina no participa en este proceso de forma
general, aunque no se puede descartar la posibilidad de su
intervencion en el transporte de un grupo concreto de mensajeros,
como los de las proteinas de choque térmico. Serian necesarios
mas andlisis para poder determinar la funcién de este gen.

Los resultados obtenidos sobre la respuesta a estrés
osmotico abren la posibilidad de diversas aplicaciones
biotecnolégicas. Una de las que se han explorado en esta Tesis ha
sido la de manipular genéticamente el gen YHRO87W (asi como
también el HSP26) en dos cepas vinicas comerciales, la ICV16
(que como hemos comentado presenta un buen comportamiento
fermentativo) y la ICV27 (con defectos en la vinificacion,
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Zuzuarregui y del Olmo, 2004). Estrategias similares con otros
genes han permitido mejorar el comportamiento fermentativo en
fase estacionaria (Remize y col., 1999) o durante los primeros dias
de vinificacion (Cardona y col., 2007) o mejorar la viabilidad es
situaciones de deficiencia de glucosa (Pérez-Torrado y col., 2002).
La eleccion del gen HSP26 tiene su fundamento en la relacion de
este gen con la respuesta a estrés (Amoroés y Estruch, 2001). En el
caso de YHRO87W, a todas las razones expuestas anteriormente y
relacionadas con su vinculaciéon con la respuesta al estrés causado
por concentraciones elevadas de glucosa, como las presentes en el
mosto, cabe afiadir una mas: en estudios previos de nuestro
laboratorio (Aurora Zuzuarregui, Tesis Doctoral) se habia
observado una mayor expresion de este gen a tiempos cortos de
vinificacion en cepas con buen comportamiento fermentativo que
en cepas que presentan problemas de enlentecimientos o paradas.

Para la manipulacion de la expresion de estos genes en las
cepas seleccionadas se intentd su introduccidn en plasmidos
episomales y centroméricos bajo el control de su propio promotor,
asi como el cambio de su promotor en al menos una de sus copias
gendmicas por el de los genes SPI1 y PGK1. Estos genes muestran
diferencias en sus patrones de expresion durante la vinificacion
encontrandose los maximos niveles de expresion del primero en
fases tardias y del segundo durante el crecimiento exponencial
(Puig y Pérez-Ortin, 2000a,b). Los resultados obtenidos indican
que en algunos casos, sobre todo cuando se sobreexpresa el gen
YHRO87W en un plasmido episomal en la cepa ICV16, en uno
centromeérico en la ICV27 o se sustituye el promotor de alguna de
sus copias gendémicas por el de SPI1 en la cepa ICV16, es posible
mejorar el comportamiento fermentativo. Ademés, los datos
obtenidos a lo largo de todos estos experimentos indican la
importancia de seleccionar para cada gen el tipo de manipulaciéon
mas adecuado, evitando siempre la utilizacion de promotores
fuertes, lo que puede ser util para el planteamiento de futuras
manipulaciones de otros genes.
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Otra aplicacion biotecnolégica de nuestros estudios sobre
respuesta a estrés osmoético ha sido la de poder establecer
correlaciones entre el metabolismo y transporte del glicerol y el
comportamiento de las cepas vinicas al inicio de la vinificacion. Se
seleccionaron 5 cepas vinicas comerciales, dos de las cuales (Al y
A2), presentan un menor nimero de células viables durante las
primeras horas de la vinificacién, asi como una menor expresion
de los genes GPD1 y GPD2, que codifican enzimas necesarios para
la producciéon de glicerol, compuesto que la levadura utiliza como
osmoprotector (Blomberg y Alder, 1992). En el caso de la cepa A2
(y, en menor grado, de la Al), ademas, se ha encontrado menores
niveles de glicerol intracelular, lo que indicaria que presenta
problemas para responder al estrés osmotico. Por otro lado, la
capacidad fermentativa de ambas cepas mejora si antes de su
inoculacion se lleva a cabo una pre-adaptacion en medios con
bajas concentraciones de glucosa (2-5% dependiendo de la cepa).
Estos resultados y los obtenidos previamente en la cepa vinica
QA23 (Novo y col.,, 2007) sugieren que la estrategia de
preadaptacion, utilizada con éxito para vinificaciones a bajas
temperaturas (Llauraddé y col., 2005) puede ser muy util para
mejorar problemas fermentativos en cepas vinicas, aunque debe
analizarse cual es la mejor condicion para cada una.

Todos los estudios llevados a cabo a lo largo de este trabajo
permiten por tanto alcanzar una mayor informacion sobre los
mecanismos moleculares que permiten a la levadura S. cerevisiae
responder a estrés por limitacion de nitrogeno y por elevadas
concentraciones de glucosa. Ademas, algunos de los resultados
abren posibilidades de mejora en el comportamiento fermentativo
de cepas vinicas, tanto a través de la construccion de cepas GRAS
manipuladas genéticamente, como de la seleccibn de cepas con
niveles adecuados de determinados marcadores o de
modificaciones en las estrategias de rehidratacion de la levadura
seca activa.
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A partir de los resultados presentados y discutidos en este
trabajo podemos sacar las siguientes conclusiones finales:

1. La limitacion de nitrégeno durante la vinificacion puede
ser detectada mediante la utilizacion de algunos marcadores
moleculares, como la actividad arginasa y los niveles de expresion
de varios genes, entre los que se encuentra ACAL.

2. La adicion de fuentes nitrogenadas a vinificaciones
limitantes por su bajo contenido en nitrégeno permite completar el
proceso fermentativo de forma similar a la observada en una
vinificacion control, independientemente de si la suplementacion se
ha llevado a cabo con amonio, aminoacidos o ambos tipos de
fuentes nitrogenadas. La naturaleza de éstas si influye, sin
embargo, en el perfil organoléptico del producto final.

3. La naturaleza de la fuente nitrogenada afadida a
vinificaciones limitantes determina una reprogramacion celular
diferente en las horas posteriores: la adicion de amonio conduce a
un mayor incremento en la expresion de genes implicados en
biosintesis de aminoacidos y nucleétidos, mientras que la de
aminoacidos determina una mayor induccibn de genes
relacionados con ensamblaje de ribosomas, biosintesis de
proteinas y transporte de aminoacidos.

4. Los estudios transcriptémicos globales llevados a cabo en
la cepa W303-1la en medios con diferente contenido en glucosa
muestran una mayor expresion de los genes implicados en el
metabolismo del glicerol en 20% de glucosa que en 2%, asi como
una mayor represion por catabolito de carbono en 20% de glucosa
que en 2% y una menor expresion en 20% de algunos genes de
respuesta a estrés inducidos bajo otras condiciones de estrés
osmotico. Estos efectos pueden estar influidos por la fase del
cultivo de procedencia de las células inoculadas.

5. La ruta HOG esta implicada en la respuesta a estrés por

elevadas concentraciones de glucosa. También existe una cierta
participacion de las rutas PKA y TOR.
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6. Estudios transcriptémicos globales comparativos entre la
cepa vinica ICV16 y la cepa de laboratorio W303 diploide sugieren
que la mayor viabilidad de la primera de ellas en medios con
elevada concentracion de glucosa podria estar relacionada con una
mayor expresion de los genes implicados en glicolisis,
fermentacion y procesos biosintéticos.

7. Algunas cepas vinicas que presentan problemas para
iniciar su crecimiento en el mosto muestran, en medios con 20%
de glucosa, menor expresion de los genes GPD1 y GPD2
(responsables de la biosintesis de glicerol, el osmolito compatible
que utilizan las levaduras), asi como niveles mas bajos de glicerol
intracelular.

8. La vitalidad (y, por tanto, la capacidad fermentativa) de
estas cepas con problemas al inicio de la vinificacion se puede
mejorar con la introduccién de determinadas concentraciones de
glucosa en el medio de rehidratacion de la levadura seca activa
(2% en el caso de la cepa A2 y 5% en el de la Al).

9. El gen YHRO87W presenta niveles de expresion
superiores en 20% de glucosa que en 2% de glucosa. El mutante
de delecidon de este gen muestra defectos de viabilidad y consumo
de glucosa en medios conteniendo 25% de glucosa. Estudios
protedbmicos comparativos entre dicho mutante y la cepa parental
muestran cambios en los niveles de expresion de proteinas
pertenecientes a la categoria de plegamiento de proteinas; estos
cambios deben ser el resultado de mecanismos post-
transcripcionales, ya que no se detectan en los correpondientes
MRNAs.

10. Las manipulaciones llevadas a cabo con los genes
HSP26 e YHRO87W resultan, en general, en un aumento de los
niveles de expresion de los genes estudiados, y en algunos casos
en una mayor resistencia a diferentes condiciones de estrés.
Algunas de estas modificaciones, particularmente las que implican
YHRO87W, también mejoran el comportamiento fermentativo, lo
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que confirma la relevancia de este gen en la respuesta al estrés
osmotico causado por elevadas concentraciones de glucosa.
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Anexo 1

Valores de expresion de amonio/aminoéacidos del experimento de

micromatrices llevado a cabo en el Capitulo 1 (apartado 4).

Anexo 2

Valores de expresion de la cepa W303 YPD/YP20 del experimento de
micromatrices llevado a cabo en el Capitulo 2 (apartado 1).

Anexo 3

Valores de expresion de las cepas AyhrO87w/BY4742 del experimento de
micromatrices llevado a cabo en el Capitulo 2 (apartado 3.3.5).

Anexo 4

Valores de expresion de las cepas ICV16/W303 diploide del experimento
de micromatrices llevado a cabo en el Capitulo 3 (apartados 1.1y 1.2).
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