UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA
Departament de Genéticai Microbiologia

ESTUDIO DE LA INESTABILIDAD
CARIOTIPICA DE LEVADURASVINICAS

David Carro Puentedura
2004



Este trabajo ha sido realizado en el Instituto de Biologia
Molecular de Barcelona (IBMB), del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), mediante una beca de la
Generalitat de Catalunya y otra del propio CSIC.



AGRADECIMIENTOS

Agradecimientos

Esta tesis es el trabajo de unos cuantos afios, llenos de sensaciones, ilusiones, desengafos,
risas, ...que en conjunto han constituido un periodo muy importante para mi.

En primer lugar me gustaria agradecer a Benjamin Pifia el haberme admitido en su grupo de
investigacion, asi como la constancia en la direccion, seguimiento y posterior correccion de la memoria
que ahora tenéis en vuestras manos. A mi compafera y amiga Natalia, con la que he compartido mucho
tiempo en el laboratorio, muchas risas, complicidades y el dia a dfa de nuestro trabajo de tesis (te deseo
toda la suerte para tu postdoc y en todo lo que emprendas). A Demetrio con el que compartimos un
largo periodo en el /b (mucha suerte). A Dolors y Fatima con las que también coincidi en el
laboratorio. A las ultimas incorporaciones “estrogénicas” del lab; LLaia (muchos animos en tu tesis y ...
ain nos quedan unas risas), Tania (suerte en la tesis), Sergi (suerte).

A todos los compafieros y amigos del departamento, por todos los momentos compartidos...y
por muchas cosas. A todos los amigos y companeros del CID.

A todos los amigos por los momentos vividos y por todos los que nos quedan. Gracias de
verdad.

A mis padres, por el apoyo constante a lo largo de mi vida, por ayudarme, quererme, mimarme
y por ser como son. No encuentro palabras para deciros lo que siento por vosotros.

A Teresa, por lo que hemos compartido, por lo que nos queda por compartir, por su amot, por
su apoyo, por tantas y tantas cosas inexplicables mediante unas lineas....a ella y a mis padres va dedicada

esta tesis.



L It OAUCCION. ...t e et e e e e e e et et et et et et et et e s e e eeneaeeseneseseasesasasaeneaen 4

1.1 IntroducCiOn ZENELal.......cccciuiuiuiiiiiiiiiiiiiiii et 4
1.2 Biodiversidad y ecologia de 1as 1evaduras...........ccouiciiiiiiiiiiniiiiiiniiiiiiccece e 4
1.3 Fermentacion controlada o fermentacion eSPONtANEa........cccvcucveiieieereiiiiieieisiieeisiieeseiseenessianees 4
1.4 Microbiologia del CaVA.......ccciiviiiiiiiiic s 5
1.5 EL QENCLO SACDATONIYCES ...t 6
1.5.1 Taxonomia industrial de Saccharomyces.............cccvceeeevvvvnnrnssssss st 6
1.5.1.1 EL grupo Saccharomyces Sensu SiCt0..........owcuvuviievuvurinieicriisiiicisisiscisisisssessisssssessasssesons 6

1.5.2 Caracterisiticas generales del GENEIO.......uiuiiviiiiiiiiiiiiiii e 7
1.5.2.1 Caracteristicas fisiol6gicas del GENETO.. ..o 7

1.5.3 Constitucion genética de Saccharomyces cerevisiae. El caso de las cepas vinicas..........ccvevecucnnnee. 7
1.5.3.1 Citologia ¥ reprOdUCCION.......cciuiuiiriiiiiiiiict s 7
1.5.3.2 CIclO VILAl oot 9
1.5.3.3 DNA CLOMOSOMUCO. .....viuiuiiiieiiiiiiiiciisiiieie ettt essssssenns 10
1.5.3.3.1 Elementos repetitivos y familias subteloméricas........coocvvvviviiiiiiiiicniniccniicnen, 11

1.5.3.4 Elementos eXtraCtOMOSOMAlES.......ceviiiuiiiiiiiiiiciiiccinc s 13
1.5.3.4.1 DNA mitocondtial........cccoiiiiiiiiiiiiiicc s 13

1.5.3.4.2 Factores Killer.......cooiiiiiiiiiiiiic s 15

1.6 Métodos moleculares de diferenciacion de levaduras Vinicas........coevvcvcviiiccininiccnnicccccnens 15
1.6.1 Identificacion de polimorfismos de secuencia de DNA. ..o 16
1.6.2 RFLP de MEDINA. ..o 16
1.6.3 Cariotipado de CEPAS.....ccuiuiuiiiiiiiiiiciiie et 17
1.6.4 Polimorfismos de DNA £ibosomal........coccuviiiiiniiiiiiiicccc e 17
1.6.5 Analisis de secuencias polimérficas amplificadas al azar por PCR (RAPD-PCR).................. 17
1.6.6 Amplificaciéon y caracterizacion de secuencias delta & por PCRu.....cccviiiiiiiiciiiiiiinnne, 18
1.6.7 PCR de secuencias polimorficas de DNA mitoncondtial.........cocvieiniiiiiiiiicniiicniiinn, 18
1.7 Mejora genética de levaduras industriales..........ceuviiuiiiiiiieiiiniieiiiecescee s 18
1.7.1 FIOCUIACION. ...t 19
1.7.2 Sobreproduccion de glICErol.. ... 19
1.7.3 Sobreproduccion de acetato de iSOAMILO.......c.viiieiiciiiiiiiiicc e 20
1.7.4 Eliminacion de etilcarbanato. ... 20
1.7.5 Fermentacion MaloJACtICA. .....cuuvuviuiiiiii s 20
1.7.6 Produccion de ACidO JACHCO. .....ciuiiiieiiciiiiiciciiccicie e 21
1.7.7 Disminucion de acidez VOlAtil.........couviuiiiiiiniriiiiiccc e 21
1.7.8 Degradacion de poliSaCAridOs......ccuvuiuiueiniiiiciiiiiicieiiiie s 21
1.7.9 Liberacion de arOomas........cccuvuiiieuiiiiiiiiiiiiiiieieisisieieseiciciesessssse st sasses s saesesesssans 21
1.7.10 Otras ESTIATEIAS. c..veveviieiiiiiiiiiiii s b bbb 22
1.8 Inestabilidad cariotipica; polimorfisSmos CrOMOSOMUICOS......cvvuiuveviirieiieiiiiiiieiicie e 22
1.8.1 Mecanismo molecular de la inestabilidad cariotipica.........cccovceiviiciniiciicccce, 24
1.8.2 Recombinacion e inestabilidad GenétiCa........cooviuviviviriririiiniiiiiiiicccccccceeeeeeeeieees 25
1.8.2.1 ReCOMDINACION. c....cuiuiiiiiciiiici s 25
1.8.2.2 Mecanismo de recOmMbINACION......c.cuiiiuiuiiiiiiiiciicc e 25
1.8.2.3 Genética de la recombINACION. ... 28
1.8.2.4 Procesos recombinatorios asociados a inestabilidad genética..........ccocoeeeucucucccicucininnnne. 29
1.8.2.4.1 RecombiNacion ECtOPICA ...cviuiuiuiuiuiuiiiiiiiiiicicieieieicteteiiete e 29

1.8.2.4.2 Recombinacion de repeticiones difCtas..... ..o vuvvuriririririririisiiiiiiiecceeeeeeenenes 29

1.8.2.4.3 Intercambio desigual entre repeticiones en tANdeM.........cocvveeeceieccereeeeenenes 30



1.8.2.4.4 Otros tipos de EVENLOS.....cuiiiiuiiriiiciciicc s 30

1.9 Los Chips de DNA. El caso de las levaduras vinicas..........ccocvviiniiiiiiniiicccccccens 32
1.9.1 EStudios GENOMICOS. .....cucuiiiiiiiiiiiiiiiiiciiiiiisiciciessiss st 33
1.9.2 Estudios de eXpresion eNtiCa.... ..ot sensens 33

2 ODJELIVOS......corceririiciieie ettt bbbt 34
3 RESUILAOS.........cooc i 36

3.1 Caracterizacion genética y analisis de la inestabilidad cariotipica de la cepa DCb.............ccuecee. 36
3.1.1 Origen y caracterizacion de la cepa DCh.......oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccc e 36
3.1.2 Analisis de derivados monosporidicos de DC5 y de sus productos meioticos...................... 37

3.1.2.1 Obtencién de derivados meidticos de DC5......vuiiiiiiiiiiiiiiiicccicccceees 37
3.1.2.2 Contenido de DNA de la cepa DC5 y de sus derivados monoesporidicos..................... 37
3.1.2.3 Esporulaciéon de derivados F1 diploides. Obtencién de derivados F2...........ccveeeene 38
3.1.3 Analisis de las propiedades metabdlicas de DC5 y derivados F1 y F2......cccccceviiininnne 39
3.1.4 Analisis de la inestabilidad cariotipica de 1a cepa DC5.......ooviiiiiiiiiiiiiiiccccccicne 39
3.1.4.1 Inestabilidad MItOTICA.....cuvuiiiciiciciicc s 39
3.1.4.2 Inestabilidad MEIOtCA. ......cvovuiviiiciiccc s 41
3.1.5 Analisis de la inestabilidad cariotipica de los derivados Fl.........cccoovviniiiniiiinen, 41
3.1.5.1 Inestabilidad MItOtCA. ...cciuiuiiiiiiiiiic e 41
3.1.5.2 Inestabilidad MeEIOtCA......ccccviiiiiiiiiiccccc s 43
3.1.6 Analisis de la inestabilidad cariotipica de los derivados F2.........ccccoviiiiiiiiciicnen, 44
3.1.7 Repetitibilidad del €nSaY0.......cccvuiiiiriviiiiiiic e 46
3.1.8. Analisis de la inestabilidad del cromosoma XIL.......cccccccoviiiiiiiiiii, 48
3.1.9 Caracterizacion estructural del cromosoma XIL......ccociiiiiiniiiiiiniicc, 49

3.2. Inestabilidad cariotipica en MULANLES 7ad52.........ccvuviviiiiiiiiiiicii e 50
3.2.1 Obtencion del Mutante Aradi2............cccviiiiiiviiiiiiiiiiiiiccie s 51
3.2.2 Estabilidad cariotipica de mutantes DCSA7ad52...........ccuviviiiiiiiiiiiiiiciniiccccccae 53
3.2.3 Recombinacion subtelomérica €n A7ad52............ccuvuviiciviviiiiiiiiiiiiiinicecceesseeesnne, 54
3.2.4 Capacidad fermentativa de mutantes RADS2........ccccccciiiviiiiiiniiiiiicieeccceneees 55

3.3. Caracterizacion estructural de polimorfismos de tamafio del cromosoma L........cccvvviicivininnnnne. 57
3.3.1 Identificacion de variantes polimorficas de tamafio del cromosoma I en DCh..................... 57
3.3.2 Caracterizacion estructural de variantes polimorficas del cromosoma I de DCh................. 57

3.3.2.1 Analisis del brazo derecho.........ccocveuiiviiiiiiniiiiiii e 60
3.3.2.2 Analisis del brazo 1ZquietrdO.......ccociueuiiiiiiiiiniiiiii e 60
3.3.3 Analisis de los ORFs presentes en el cromosoma I de 1a cepa DC5........oviiiiiiciviiicinne. 60
3.3.4 Caracterizacion de los brazos cromosémicos de DC5........oooviiiiiiiiiiiiiiiiiceiiccciaes 63
3.3.4.1 Analisis de secuencia del brazo derecho del cromosoma L.........cccoviiiiviniiiiiiniiinininns 63
3.3.4.1.1 Analisis de las secuencias entre YARO23C y YARO3TW....ccccoeviiiininnniinines 63
3.3.4.1.2 Analisis de las secuencias entre YARO3TW y YAROS3W.....cocoovviviiiiiininniniinen 63
3.3.4.2 Analisis de secuencia del brazo izquierdo del cromosoma L. 64

3.4 Genotipado molecular de cepas silvestres y enologicas de S. Cerevisiac........evvvmrnirnivrienencncunen 66
3.4.1 Analisis de variabilidad de familias Multigénicas .........cccccceeueeiiieiiiiiiiniiiiee 68
3.4.2 Analisis de las secuencias de tranSPOSONES......c.cuvuvuriririririririririsisiieiieeeeeeeeee e 71

3.4.3 Analisis de la variabilidad del cromMOSOMA L. ..cooveeeeiiieieeeeeeeeeeeeeee ettt e e ereeessaee e 72



G D IS CUSION. ... e e et e et et e e et et et et et et et et et e e e e e eae e e seeaeseeeeeseseaeeeaeaeeesseeeeeeeseseeseeeeenesaseens 76

4.1 Constitucion genética de DS ... 76
4.1.1 ConstituCION GENETICA ...vviiiiiiiiiiiii bbbt 77
4.1.1.1 Analisis del contenido de DNA......ccccoiciiiiiiiniirceees 77
4.1.1.2 Analisis de segre@acion fENOPICA.......cccuvuiuiicriiriiiciiiceesie e 77
4.2 Anilisis de la inestabilidad cariotPiCa.......oviicuiiiiiiciiiiiiiiiiccc i 77
4.2.1 Inestabilidad cariotipica de DC5 y defivados........cccccuiiiicieiiiniiiiiiiicieicceeicceeecenes 77
4.2.1.1 Inestabilidad del cromosoma XIL........cccccoviiiiniiiiiininiiciiieceeesenes 79
4.2.2 Mecanismo de la inestabilidad cariotipica .......ccooveueuriviiicinininiciiiicccees 80
4.2.3 Remediacion genética de la inestabilidad cariotipica........cocecuviviiciviniiciiiniiciricciccnee 81
4.3 Caracterizacion estructural del cromosoma I de la cepa DCB......oiiiiviiiiiiniiiiicccc, 81
4.4 GENOtPAAO A CEPAS....cuuiiirieiiiiiicieeiic ettt 82
4.5 Consideraciones finales: ventaja evolutiva de la inestabilidad cariotipica.........ccccccvviviiirrniiicnnnnee. 83
5 CONCIUSIONES..........coooo s 86
6 BIDLOGIALIA. ... 90
Anexo I
Al. Materiales y métodos
ALT Cepas eMPEadas........ccuiiiiiiiiiiiiieee e 102
AL2 Medios de propagacion ¥ CONICIONES.......c.cucuuiuiuiuiiiiiiiiiiiieieieieieiirsese e 102
AL2.1 Medio YPD /YPS ...t 102
AL3 Medios de esporulacion y CONAICIONES........c.ciuiuiuiiiuiiiiiiiieieiiiciicicieiiieesss e 102
AL4 DISECCION de tELIAAAS. ..cvuieiieieiiiiiciciciicc e 102
ALS Test MEtADOLCOS. ....cviiiiiiii b 103
ALS5.1 Medio YPS-BTB.....c.oiiiiiiii s 103
AL5.2 Medio YEPE......oiiiiin s 103
AL5.3 Medio minimo (MIM).......cccuiiuniiiniiiii s 103
AL5.4 Medio completo SINtEHCO (SC)..uuviimimimiiiiiiiiiiieieiiieieisiieieeceeisee s essans 103
AL5.5 Medio BIGGY ... 103
ALG6 Fermentaciones eXperimentales.........oviiciiiiiiiiiiiciiniieiees e sesssasaes 103
ALT Cultivos SEIIAAOS. ...cvuieiiiiiiiiiiciiicie e 104
ALS8 Calculo de tasa de £e0rganiZACION. .....cccciuviiieiiiiiicc s 104
AL9 ANAlisis del CATIOtPO....viuiuiiiiiiiiiiiicieie s 104
ALTO DIZESHON I SIUL.euviviiiiiiiiiiiiieiicieiiie ettt sses 105
AL11 Electroforesis de inversor de campo (IPFGE).......cccccocviiiviiiiiniiiiiicinccccccens 105
ALLZ SOUIDEIT DIDE..........ceeoiiiiiiiiicei s 105
ALT2.T TLANSIEIEIICIA ettt bbbt 105
AL12.2 Obtencion de SONAAS PALA SOUIDEITS ...ttt 106
AL12.3 Southern tadlaCtiVO......coouveeiviiiiiiiiiccctccc s s 106
AL12.4 Southern qUIMIOIUMINISCENLEC......viiiiiiiiccccccee e 106
AL13 Medidas de contenido de DINA......c.cciiiiiiiiiiiiniii e 106
ALT4 ANAlISIS @StAAISHICO....uviiiiiiiiiieiiieiccc bbbt 107
ALT15 Protocolos de PCRu......coiiiiiiiiice et 107

ALTS5.T Programas......c.cccucuiuiiiiiiiiiiieiiiiieirriii bbb 107



AL15.2 Cebadores empleados........cccciiuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 107

AlL15.2.1 Cebadores empleados caracterizacion ORFs FLLOT y FLLOY .......cccccoevvvvvivnenenne. 108
AlL15.2.2 Cebadores empleados para la obtencion de sondas..........ccceevviiciciviniicininiicininenes 108
AL15.2.3 Cebadores quimeras amplificacion cassettes resistencia KAN/NAT y disrupcion
RADSZ ittt 108
AlL15.2.4 Cebadores empleados en amplificacion de hbRADS2-nat, high homology RADS52-nat ....
............................................................................................................................................................... 109
AL16 Analisis de secuencias de DNA, disefos de primers, blast................ccvvcuviviiciviviniccininiccnen, 109
AL17 Plasmidos empPleados.......ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiice e 109
ALTE MINICHIPS. vttt 109
ALT8.1 DiSENO € IMPIESION...cuiriiiiriiiiiiiiiiieiiieiiieiet ettt saes 109
ATL18.2 HibridaciOn § anAliSIS....c.ceueueueueueueieieiririnieieieisisieiisisstes et eseseseseresesesesesesesesenens 110
AL18.3 Procesado de 10S datos........ccviuiiiiiiiiiiiiiiiiiccce e 110
ALTY Chips de DINA. ..o 110
ALT9.1 DISENO € IMPLESION...uviiiiiririiiriiiiriiiiitt et 110
AL19.2 Hibfidacion § analiSIS.......ceeeucueereiecuemniieeieinieeesessesesesesesseseeesessesseesessessessessesesesessssesesesesseseses 111
ALT19.3 Procesado de 10s datos........cccuiiiiiiiiiiiiiiccceee s 111
AL19.4 Coeficiente de VATIACION......cccoiiuiuiiiiiiiiiicicicicieieee et 111
Anexo II
AII Articulos
ATLT ALHCULO Lottt enns 112
ATL2 ALHCULO Tl ettt eaene 120
ATIL3 ALHCULO TTLoiiiiiiceieceet ettt ettt 134

ATLA ATHCULO TV ettt ettt bbbttt 148



Indice de contenido

Indice
L INEOAUCCION. oottt 3
1.1 IntroducCion GENELAL.......ccccuiiiiiiiiiiiiiieiiiiiii s 3
1.2 Biodiversidad y ecologia de 1as 1evaduras...........ccouiciiiiiiiiiiniiiiiniiiiiiccece e 3
1.3 Fermentacion controlada o fermentacion eSPONtANEa........ccvueueuevieieeieirisieieisiieeieiceieseisscenessicaes 3
1.4 Microbiologia del CaVA.......cccuiiiiiiiiiiiicc e 4
1.5 El €nero SaCCharOmMYCES.....c.cuiuiiuiiiiiiciiiiiiciiccictc s 5
1.5.1 Taxonomia industrial de SACChArOMYCES......vviiiuieiieiiiciceiciciciereieteeete e 5
1.5.1.1 El grupo Saccharomyces SENSU SHIACTO......ccuiuieiuemiiriiieiiiiiiieieseisiseiesessisiesenesssssesessessaenns 5
1.5.2 Caracterisiticas generales del GENEIO.......uiuiiviiiiiiiiiiiiiiric e 6
1.5.2.1 Caracteristicas fisiol6gicas del GENETO.......ccuiuiiiiiiiiiiiiiiicicece e 6
1.5.3 Constitucién genética de Saccharomyces cerevisiae. El caso de las cepas vinicas.................... 6
1.5.3.1 Citologia ¥ reprOdUCCION.......cciuiuiiiiieiiiiiiicie s 6
.................................................................................................................................................................. 7
1.5.3.2 CICLO VAL .. 8
1.5.3.3 DINA CIOMOSOMUICO......uiuiiiiiiiieieieieieteisesist sttt nenes 9
1.5.3.3.1 Elementos repetitivos y familias subtelomeéricas.........ccouoverrecieeiicicinineiene 10
1.5.3.4 Elementos exXtractOmMOSOMAlES.......cccoviiuiuiuiuiiiuiiiiiieiieieieieeee ettt 12
1.5.3.4.1 DNA mMitoCONAIIAl...cviiiiiiiiiiiiicccce e 12
1.5.3.4.2 Factores Killer. ... 14
1.6 Métodos moleculares de diferenciacion de levaduras vinicas........ccoceeeecccuccceeiecececcceeenes 14
1.6.1 Identificacion de polimorfismos de secuencia de DNA........ccooiiiiiiiiniiiicicce 15
1.6.2 RFLP de MEDINA. ..o 15
..................................................................................................................................................................... 16
1.6.3 Cariotipado de CEPAS.....cccuuiiiiiiiiiiiiciiii e 16
1.6.4 Polimorfismos de DNA 11bosomal........ccccviiiiiiiniiniiniiicc s 16
1.6.5 Analisis de secuencias polimérficas amplificadas al azar por PCR (RAPD-PCR).................. 16
1.6.6 Amplificacion y caracterizacion de secuencias delta 8 por PCRu.......covvviiiiiiiiiiciiiiiiciinns 17
..................................................................................................................................................................... 17
1.6.7 PCR de secuencias polimorficas de DNA mitoncondtial.........ccovieiiniicinininiciinniciciiininns 17
1.7 Mejora genética de levaduras industriales..........coviiuiiiiiiiiiiniieiieccecee s 17
1.7.1 FIOCUIACION. ...t 18
1.7.2 Sobreproduccion de glICErol.. ... 18
1.7.3 Sobreproduccion de acetato de iSOAMILO.......cuvivieiiciiiiiiiiciicc e 19
1.7.4 Eliminacion de etilcarbanato........ccciiiciiiiiiniiiciccees e 19
1.7.5 Fermentacion MaloJACtICA. .....uuruviiiieiiiicic s 19
1.7.6 Produccion de ACidO JACHCO. .....cuiuiiiieiiciiiiiciiccice s 20
1.7.7 Disminucion de acidez VOIAtiL........ooviiiiiiiiiiiiiii e 20
1.7.8 Degradacion de poliSACATIAOS. .....uviiiieieiiiiiicc e 20
1.7.9 LIberacion de arOmMas........cuvuieiiiiiiiiiiiciciccieeeee et 20
..................................................................................................................................................................... 20
1.7.10 Otras EStIAtEGIAS. ....cuvviiiiciiiiiiiiieicit bbb 21
1.8 Inestabilidad cariotipica; polimorfismos CrOMOSOMICOS.......c.cueueuiuiuiiciiiiiiieieieiieirire e 21
1.8.1 Mecanismo molecular de la inestabilidad cariotipica.........ccccvceeiviiciniiicciiccccce, 23
1.8.2 Recombinacion e inestabilidad GenétiCa........coovuvuviviviviviririniniiiiiciccccceceeeeeeeeeeies 24
1.8.2.1 RECOMDBINACION......ciiiiiiiiii e 24
1.8.2.2 Mecanismo de reCOMDBINACION. ......cucuiiviiiririririiririi e 24

1.8.2.3 Genética de 12 1ECOMDBINACION. it uttiiiieeee ettt ee et eeete e et eeeaeesereeessseeseseesesaeseseeeseseens 27



Indice de contenido

1.8.2.4 Procesos recombinatorios asociados a inestabilidad genética...........cccoevecuecccciccuiinnnne. 28
1.8.2.4.1 RecombiNaciOn ECLOPICA ...c.vcuiuiuiuiuiuiiiiiiiiiicicieeieeteiete e 28

1.8.2.4.2 Recombinacion de repeticiones difeCtas........vvvririririririririiiiiiiiiecceeeeeenenes 28

1.8.2.4.3 Intercambio desigual entre repeticiones en tANdeM.........cocvveeeceieccereeeeenenes 29

1.8.2.4.4 Otros tipos de EVENLOS.....cuiiiiuiiriiiciciicc s 29
........................................................................................................................................................................... 30
1.9 Los Chips de DNA. El caso de las levaduras vinicas..........ccocvviiniiiiiiniiicccccccens 31
1.9.1 EStudiOs @ENOMUICOS.....ccvviiiiiririiiiiiiiitceecte e bbbttt 31

1.9.2 Estudios de eXpresion GENEHICA. .....cuvuriririririiiiiicccceee bbb 31



INTRODUCCION

1.Introduccion

1.1 Introducciéon general

Las primeras evidencias de produccion de vino se remontan al VI milenio AC en la antigua
Mesopotamia. Durante milenios, el proceso de vinificacién se considerd una propiedad intrinseca, si no
magica, del mosto, hasta que en el afilo 1863 Louis Pasteur demostré su dependencia de la levadura.

Este descubrimiento marca el comienzo de la era biotecnologica (Mortimer y Polsinelli, 1999; Pretorius,

2000).

1.2 Biodiversidad y ecologia de las levaduras

La fermentacion del mosto a vino comporta la biotransformacién de los azucares de la uva
(como glucosa y fructosa), en alcohol y diéxido de carbono. Durante este complejo proceso bioquimico
y ecolégico ocurre un desarrollo secuencial de diferentes especies microbiologicas, marcado por las
caracteristicas del mosto en cada momento y por la microflora presente en la uva y en las instalaciones.
Esta microflora se compone de hongos, bacterias y levaduras. Entre las levaduras, Klveckera (K. apiculata)
y Hanseniaspora (H.uvarum) representan entre el 50 y el 75 por ciento de las presentes en la superficie de
la uva Mortimer y Polsinelli, 1999; Pretorius, 2000), mientras que las cepas de S.cerevisiae representan un
bajisimo porcentaje (Martini, 1993). Otros géneros presentes son Cundida, Brettanomyces, Cryptococcus,
Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia y Rhodoturula. La coexistencia de estas especies depende de un amplio
abanico de factores fisicos, quimicos y biéticos (Lachance y Starmer, 1998). Estos factores incluyen la
variedad de uva, temperatura, precipitaciones, suelo, fertilizaciones, irrigacion, practicas de viticultura,
grado de desarrollo de la uva, dafios fisicos causados por insectos o tiempo, la aplicacién de fungicidas

y los métodos de vendimia y de transporte hasta la bodega.

1.3 Fermentacion controlada o fermentacidon espontanea

S.cerevisiae es la unica especie de la microflora presente en el mosto capaz de finalizar la
fermentacién vinica. Debido a la baja representacion de esta especie en el mosto inicial, no es raro que
el proceso tarde varios dias en iniciarse, y que, en ocasiones, este inicio no se produzca (Querol ez al.,
1994). Por esta razén, y ya en 1890, Miiller-Thurgau introdujo el concepto de inocular cultivos puros

de levadura para iniciar fermentaciones vinicas (Pretorius, 2000). A nivel comercial, los primeros
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cultivos puros de levaduras vinicas (Cepas Montrachet y Pasteur Champagne) en forma de levadura
seca activa (LSA) no aparecieron en el mercado hasta el afio 1965, y su uso no se generaliz6 hasta los
anos 80.

Actualmente existen dos tendencias en enologia; aquella que confia en la microflora presente en
la uva y bodegas para realizar la fermentaciéon de forma espontanea, y aquella que prefiere una
fermentacién mas controlada y segura utilizando inéculos comerciales. Mientras que la fermentacion
espontanea es la usada en bodegas pequenas o artesanales, el uso de inéculos para una fermentacion
controlada esta generalizado en las grandes industrias fermentativas. Tanto la fermentacion espontinea
como la controlada tienen sus partidarios y detractores.

Entre las caracteristicas positivas, aportadas por las levaduras enddégenas propias de la
fermentacioén espontanea, cabe destacar una mejora de la calidad sensorial debida a la alta produccion
de glicerol y de otros polioles, y un incremento en la estabilidad del color de los vinos tintos
provocada por oxidaciéon de antocianinas y otros fenoles en ausencia de etanol. Estos efectos estan
facilitados no sélo por la gran variedad de especies de microorganismos presentes en el mosto, sino
también por el simple hecho de que la aparicién de concentraciones significativas de etanol se retrasa
varios dias, en los que ocurren diferentes reacciones quimicas y enzimaticas (Pretorius, 2000). La mayor
desventaja de la fermentacién espontinea radica en la falta de predicibilidad y reproducibilidad del
proceso, ya que depende de multiples factores: de las levaduras presentes en el mosto, de la
composicion de éste y del protocolo utilizado.

En la fermentacién controlada se afiade al mosto una cepa seleccionada, en cantidad suficiente
de masa celular para que se imponga al resto de la microflora, de manera que sea la principal
responsable del proceso fermentativo. La ventaja de esta practica radica en que el proceso es altamente
predecible y reproducible. Es importante resaltar que a pesar de que las cepas inoculadas son las
principales responsables del proceso, no impide el desarrollo de cepas naturales durante los estadios
iniciales, ya que el mosto no se esteriliza. Asi el papel de las especies no Saccharomyces puede ser
importante, ya que estas producen metabolitos secundarios que pueden contribuir positivamente al

producto final (Esteve-Zarzoso ¢t al., 1998).

1.4 Microbiologia del cava
La produccion del cava es un proceso industrial que comprende dos fermentaciones. La
primera consiste en la obtencién de un vino base, generalmente blanco, a partir del mosto y se realiza

en tanques de temperatura controlada a 15 -18 °C. En la segunda fase, se afade al vino base sacarosa y
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levaduras acondicionadas, se embotella en envases resistentes a presion y se guarda en bodegas durante
un periodo minimo legal de nueve meses. Durante este tiempo ocurre la llamada segunda fermentacion
en la botella, en la cual el grado alcohdlico aumenta unos dos grados y se produce un considerable
aumento de presion en la botella (hasta 5 bar) debida a la produccién de CO,. Mientras que para la
primera fermentacion del cava el uso de inéculos de levaduras seleccionadas es opcional, la segunda
fermentacion requiere necesariamente la adiciéon de cepas seleccionadas, bien inéculos acondicionados
de LSA (levadura seca activa, generalmente comercial) o como preinéculos de cepas propias seleccionadas

por caracteristicas fenotipicas y mantenidas afio tras afio en la empresa (Bartra, 1995).

1.5 El género Saccharomyces

1.5.1 Taxonomia industrial de Saccharonryces

La levadura Saccharomyces pertenece a la subdivision de los ascomicetos, familia Saccharomycetaceae.
El género fue definido por Meyen en 1838 y posteriormente redefinido por Rees en 1870, aunque
desde entonces ha sufrido diversas reorganizaciones. En 1970 van der Walt defini6 cuatro grupos
dentro del mismo: un grupo que engloba a cepas proximas a la cepa tipo de Saccharomyces cerevisiae y que
se designa como Saccharomyces sensu stricto; un segundo grupo proximo a S.bailii y que corresponde al
antiguo género Zygosaccharomyces; el tercero comprende las especies relacionadas con S.7vsez, y el cuarto,

de caracter heterogéneo, comprende especies poco relacionadas entre ellas (Barnett, 1992).

1.5.1.1 El orupo Saccharomryces sensu_stricto

Este grupo definido por Van der Walt en 1970, incluyé a 21 especies en el momento de su
definicién. Agrupa a levaduras que han sido explotadas industrial y cientificamente, y su clasificacion
inicial se basaba en métodos de genética clasica y fenotipicos tales como utilizacién de azucares,
particularidades del ciclo vital (homo-heterotalismo) y relaciones antagoénicas entre levaduras (como
sensibilidad a factores killer) (Pretorius, 2000). Posteriores estudios moleculares tales como reasociacion
de DNA-DNA (Vaughan-Martini, 1991), de interfertilidad entre especies, polimorfismos
cromosémicos por campo pulsante y el patrén de DNA mitocondrial (Naumov, 1996), demostraron
que este grupo comprende cuatro especies diferentes: S.bayanus, S.cerevisiae, S.paradoxcus y S.pastorianus.
Los grados de homologia existentes entre estas especies son de entre un 46-59% entre S.cerevisiae y

S.paradoxus y de un 70% entre S.bayanus y S.pastorianus.
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1.5.2 Caracterisiticas generales del género

Saccharomyces se caractetiza por poseer células vegetativas redondas u ovales o cilindricas. Las
células vegetativas son no filamentosas, predominantemente diploides o poliploides y su reproduccion
es por gemacion multilateral. Esporula formando ascas generalmente con cuatro ascosporas en su

interior (Barnett, 1992).

1.5.2.1 Caracteristicas fisiologicas del género

La caracteristica principal de Saccharomyces es su capacidad vigorosa de fermentar D-glucosa, D-
fructosa y D-manosa. La mayorfa de cepas pueden utilizar ademas D-galactosa, tanto aerdbica como
anaerobicamente, pero nunca lactosa. Tampoco pueden utilizar pentosas o polisacaridos como fuente
de carbono, a excepcion del almidén que puede ser utilizado por algunas cepas de S.dzastaticus. Ninguna
especie del género puede utilizar nitrato como fuente de nitrégeno, ni hidrolizar la urea presente en el
medio. Como una ultima caracteristica sistematica, todas las especies del género presentan en su
sistema de transporte electrénico la coenzima Q6 como unica coenzima de ubiquinonas (Barnett,

1992).

1.5.3 Constitucion genética de Saccharomnyces cerevisiae. El caso de las cepas vinicas

1.5.3.1 Citologia vy reproduccion

S.cerevisiae posee una morfologia generalmente elipsoidal, con una compartimentacién subcelular
tipica de célula eucariota. Existen tres tipos de células vegetativas, denominadas a, a (ambas haploides)
y a/a (diploides). Las células a y o conjugan entre si para dar lugar a cigotos a/a. En cepas
denominadas heterotalicas, los cultivos a y o son estables, es decir, no originan diploides a no ser que
se mezclen células de estos dos tipos de conjugaciéon. En cepas homotalicas, por el contrario, los
cultivos haploides generan diploides a/a de manera espontinea. Esto tiene lugar gracias al proceso de
cambio de tipo de conjugacion (switch), por el cual los descendientes de una célula a pueden convertirse
en o y viceversa (Figura 1-1).

El homotalismo viene determinado por la presencia en el genoma de los loci HMIa, HMRa, MAT y la
presencia de la Y/Z-endonucleasa (endonucleasa HO). En dicho modelo el locus MAT es bajo el cual
ocurre la expresion de uno de los dos tipos de conjugaciéon, mientras que los loci HMILo y HMRa

permanecen silenciados por los complejos SIR. La endonucleasa HO es la encargada, junto con un
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proceso de transposicion, de realizar el cambio de cassette de expresion (a 6 a) en el locus MAT'y por
tanto de que la célula en cuestién exprese el gen para el factor a 6 a y tenga por lo tanto un tipo u otro

de conjugacion (Figura 1-1).
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Figura 1-1. Modelo del cassette de cambio de tipo de conjugacion (mating-type switching) en una cepa vinica homotalica. La
cepa expresa el cassette del tipo a (Mat a, factor de conjugacién a) y posee silenciado el cassette o. Cuando se produce el
cambio de tipo de conjugacion, se produce una expresion de la endonucleasa HO (endonucleasa Y/Z) produciéndose un
doble corte de cadena entre las secuencias Y/Z del locus de expresién, cortando el cassette de expresién Ya. Paralelamente
se produce una sintesis del cassette de expresion Yo, el cual sera insertado en el locus de expresién mediante un proceso de

insercion. La cepa ahora expresa activamente el factor de conjugaciona (Modificado de Pretorius, 2000).
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1.5.3.2 Ciclo vital

En condiciones 6ptimas nutricionales una cepa diploide a/a se reproduce mitdticamente por
gemacion aproximadamente cada 90 minutos. La emergencia de la gema puede producirse en cualquier
punto de la superficie celular de la célula madre, excluyendo aquéllos donde se hayan originado gemas
con anterioridad, que son reconocibles como cicatrices. Las células haploides crecen mas despacio,
duplicandose cada 100-120 min, y su gemacion es axial, originandose cada gema justo al lado, pero no
encima, del punto donde se originé la gema anterior. En condiciones de deficiencia de nitrégeno, las
cepas diploides entran en meiosis, generando cuatro ascésporas haploides encapsuladas en un asca. En
condiciones favorables, cada una de estas esporas germina e inicia su ciclo vegetativo. En cepas
heterotalicas cada espora genera una colonia haploide estable que necesita otra colonia haploide de
diferente tipo de conjugaciéon para generar diploides y cerrar el ciclo. En cepas homotalicas una
proporcion de las células de la colonia cambia de tipo de conjugacion y la misma colonia genera células

diploides que, dada su mayor velocidad de crecimiento, terminan por dominar la colonia (Figura 1-2).
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Figura 1-2. Ciclo vital de una levadura vinica homotalica. Una cepa diploide a/o tras una meoisis produce cuatro ascésporas
(dos esporas haploides a y dos esporas haploides a) encapsuladas en una asca. Tras germinar, pasan a ser células vegetativas.
En crecimiento mitético estas células cambian su tipo de conjugacién, conjugan y dan como resultado nuevas células
diploides. Dichas célula entran en un ciclo de vida vegetativo (mitosis), pudiendo esporular de nuevo y repetir el ciclo. En el

caso de una cepa vinica heterotalica, los derivados meidticos permanecerfan haploides tras germinar.
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1.5.3.3 DNA cromosomico

Una cepa haploide de S.cerevisiae contiene aproximadamente de 13 a 14 Mb de DNA nuclear,
distribuido en 16 cromosomas lineales de tamafios comprendidos entre 230 y 2200 Kb de longitud
(Figura 1-3). El cromosoma mayor, cromosoma XII, es ademas el mas variable ya que contiene el
DNA ribosémico (fDNA), y su tamafio estandar oscila entre las 1.2 y 2.2 Mb. El rDNA codifica para
los RNAs ribosomales 25S, 18S, 5.8S, y 5S, que constituyen una unidad funcional de 9.1 Kb que se
repite en tandem entre 100 y 140 veces (Petes 1979; Chindamporn e al., 1993; Pasero et al, 1993)
(Figura 1-4).

El genoma de S.cerevisiae esta completamente secuenciado y contiene mas de 6000 ORFs

(www.yeastgenome.org), de los que en parte se desconoce su funcién biolégica (Goffeau ez al., 1996,

www.yeastgenome.org). Tiene un contenido del 39-41 por ciento en guanina y citosina, y es mucho mas
compacto que el genoma de otras células eucariotas, debido a tener pocas secuencias de DNA

repetitivo y pocos intrones (Goffeau ez al., 1996; Petrorius, 2000; Harrison e al., 2002).

Figura 1-3. Cariotipo electroforético de la cepa de S.cerevisiae
w303a (haploide). El cariotipo muestra el conjunto de
cromosomas de dicha cepa en una electroforesis de campo
pulsante (condiciones descritas en materiales y métodos).
Cada uno de los nimeros romanos corresponde a un
determinado cromosoma. Puede observarse la presencia de
los 16 cromosomas de esta cepa, desde el de mayor
movilidad electroforética, cromosoma I, hasta el de menor
movilidad, cromosoma XII

10
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Estructura de los rDNA de S.cerevisiae

355rRNA 355rRNA
B L —_
— 1 5% i
255 b5.85 18s 98 255 5|85 185 5S
Unidad de 9.1 Kb NTS (Non Transcribed Spacer)

ITS (Internal Transcribed S|
Cromosoma XII (ErtEmet Trrac pos)

Figura 1-4. Estructura de los tDNAs en el cromosoma XII de S.cerevisiae. Cada unidad de 9.1 Kb codifica para los rRNA
255, 5.8S, 18S y 5S. La transcripcion de los tres primeros se realiza en forma del precursor 358 que posteriormente se
procesa transcripcionalmente. Puede observarse como el sentido de transcripcion del 35S es opuesto al del 5S. Se indica el

ARS (autonomonsly replicating sequence) asi como las secuencias 1TS y NTS (internal transcribed spacer y non transcribed spacer).

(Modificado de Munich Information Center For Protein Sequences , MIPS).

La mayoria de cepas de laboratorio son exactamente haploides o diploides, mientras que las
cepas vinicas son diploides o aneuploides, pudiendo ser ocasionalmente poliploides (Bakalinsky y
Snow, 1990; Longo y Venzinhet, 1993; Benitez y Codoén, 1995; Benitez e al., 1996, Nadal ¢ al., 1999).
La relativa abundancia de cepas industriales poliploides es explicada como una ventaja consistente en
acumular la suficiente dosis génica de los genes relacionados con procesos fermentativos; estas cepas
resultan asi mas adecuadas para dichos procesos y han sido seleccionadas sistematicamente (Benitez ef
al., 1996; Codoén et al., 1998). De todos modos, algunos autores apuntan que es la heterozigosis, mas
que la propia ploidia, la caracteristica que marca mas diferencias en cuanto a la capacidad fermentativa

(Pretorius, 2000).

1.5.3.3.1 Elementos repetitivos v familias subteloméricas

El genoma de Saccharomyces presenta una aparente redundancia genética en forma de bloques de
secuencia duplicados (Cluster Homology Regions), localizados tanto en regiones teloméricas vy
subteloméricas como en sitios internos de los brazos cromosomicos (Gofteau ¢f al., 1996; Mewes et al.,
1997; Delneri ef al., 2000). A parte de estos grandes bloques de homologia entre distintos cromosomas,
existen una serie de genes relacionados funcionalmente, en muchos casos con alta homologia de
secuencia entre ellos, agrupados en familias multigénicas, como las familias PAU, SUC, MAL, MEL,

ADD 'y FLO, cuyos genes se localizan principalmente en zonas subteloméricas (Rachidi ez 4/, 2000).

11
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La familia HXT (transportadores de hexosa) esta formada de unos 15 ORFs y se halla dispersa por
todo el genoma (André 1995; Goffeau ez al., 1996; Delneri ¢ al., 2000). Gerstein e al. han descrito que
en el genoma de S.cerevisiae existen un conjunto de secuencias potencialmente codificadoras, pero que
poseen codones de sfgp prematuros. Estos pseudoOrfs han sido designados como "disabled" ORFs
(dORFs). El nimero asciende a unos 221 y en muchos casos presentan un alto grado de homologia con
secuencias funcionales. Su localizacion es, en algunos casos, subtelomérica (Harrison ez al., 2002).

Los extremos de los cromosomas estain compuestos por diferentes elementos repetitivos, como
los elementos X' e Y' y secuencias teloméricas repetidas. Algunos de dichos elementos son altamente
polimoérficos, tanto en nimero como en localizaciéon, entre diferentes cepas de S.cerevisiae (Louis et al.,
1994). Los elementos X' son una composicién de por lo menos cuatro pequefias secuencias (de 45 a
140 pb) que se encuentran en los subtelémeros de los cromosomas 1, 11, 11, IV, V, VI, VII, VIII y IX

de Saccharomyces (Louis et al., 1994; www.yeastgenome.org). Las secuencias Y' se encuentran en la

mayoria de los telomeros de S.cerevisiae, salvo en los cromosomas I, II1 y XI y codifican potencialmente

para una helicasa (Yamada ez a/, 1998, www.yeastgenome.org). Estas secuencias forman repeticiones

directas de entre una y cuatro copias en tandem y presentan un polimorfismo de tamafo descrito de 5.2
Kby 6.7 Kb (Figura 1-5). La secuencia repetitiva telomérica de S. cerevisiae tiene un consenso laxo TG
y se encuentra repetida hasta 150 veces, alcanzando los 300pb de longitud como media (Louis ¢ al.,
1994) (Figura 1-5). Como en todos los eucariotas, en S. cerevisiae esta secuencia es continuamente
sintetizada por el enzima telomerasa. El hecho de que no sea estrictamente repetitiva se debe a las

peculiaridades de este enzima en levadura.

Repeticiones de Y' (de O a 4 copias)

a9 I & l— = )_ .
N R s »»Repeﬁciones TG
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it Repeticiones TG internas T
centromero telomero

Fig 1-5. Estructura de las secuencias Y'. Estas secuencias se localizan en las zonas subteloméricas de algunos crosomas, en
forma de una a cuatro copias en tindem. Presentan dos tipos de polimorfismos; de nimero y de tamafio (5.2 Kb y 6.7 Kb
respectivamente). No se dan combinaciones de ambas secuencias (5.2 Kb y 6.7 Kb). Codifican potencialmente para una

helicasa (Modificado de Yamadaes a/,1998).

12



INTRODUCCION

Existen otros elementos repetitivos en el genoma como los transposones Ty (de “transposon
yeast” ) hallandose de 35 a 55 copias en una cepa haploide (Kingsman y Kingsman, 1988). La estructura
de estos elementos se compone de un nacleo central, constituido por los dos genes caracteristicos de
los retrotransposones, homologos a los genes retrovirales gag y po/ (Boeke y Corces , 1989), flanqueado
por secuencias de 330 pb designadas como LTR (“long terminal repeat”). Dichas secuencias LTRs se
encuentran también de manera independiente (es decir, no asociadas a Tys) dispersas por todo el
genoma en un numero aproximado de unas 100 copias por genoma haploide (Goffeau ez al, 1996;
Pretorius, 2000). A estas secuencias TR aisladas se las denomina como secuencias 8. Dentro de los
Tys de Saccharomyces encontramos cinco tipos de transposones, denominados Tyl, Ty2, Ty3, Ty4 y Ty5,
de los que solamente los tres primeros son transposicionalmente activos. El Ty5 esta formado por
LTRs o inserciones degeneradas que han acumulado mutaciones, y se encuentra en copia tnica en el

subtelémero del cromosoma III (http://biochemie.web.med.unimuenchen.de/Yeast_Biology/I1 Retroposons.htm).

Los Tys presentan una distribucion diferente en las distintas cepas de levadura. Las cepas de
laboratorio y muchas industriales tienen una abrumadora mayoria de Tyl y luego, en orden decreciente,
Ty2 y Ty3. Sin embargo, en algunas cepas vinicas predomina Ty2 mientras que la proporciéon de Tyl es

muy baja (Benitez ez al. , 1996; Nadal ef al., 1996; Nadal ef a/., 1999).

1.5.3.4 Elementos extracromosomales

S. cerevisiae presenta diversos elementos genéticos no mendelianos, tanto en nucleo (el plasmido
2 pm), como en mitocondria (ztDNA) y citoplasma (factores killer y elementos pridnicos tales como ¢,
ny URE3). El plasmido 2 ym consiste en una molécula de DNA circular de 6.3 Kb del que se
encuentran de 50 a 100 copias por célula. Este elemento circular (uno de los pocos elementos de este
tipo en eucariotas) esta presente en la mayorfa de las cepas salvajes y en todas las cepas de laboratorio

(cepas ar). No se ha descrito ningun fenotipo asociado a la falta de este elemento (cepas cr”).

1.5.3.4.1 DNA mitocondrial

Como en todos los eucariotas, la mitocondria de §. cerevisiae posee su propia dotacion genética y
su propia maquinaria de transcripcion y traduccion. El DNA mitocondrial (mtDNA) de §. cerevisiae
consiste en una molécula circular de 75 Kb, con elevada proporcion de A+T y que codifica los genes
necesarios para la transcripcién y traducciéon mitocondriales y para unos pocos componentes de la
cadena de transporte electronico mitocondrial (Figura 1-6) (Ricchetti ef a/, 1999). La replicacion del

mtDNA no esta limitada solamente a la fase S, sino que se produce a lo largo del ciclo celular. La
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mtDNA polimerasa carece de actividad “proofreading”, por lo que la tasa de mutaciéon en genes
mitocondriales es alta (Guérin, 1991). Este alto error se halla compensado por la abundancia de
moléculas presentes por célula, y por el hecho de que las cepas tienden a ser homoplasmicas, es decir, si
existen moléculas diferentes esta heterogeneidad desaparece al cabo de 2 6 3 divisiones (Piskur, 1994).
Por otra parte, diversos agentes (como el etanol o el acetaldehido presentes en el medio, o el bromuro
de etidio y otros) pueden provocar lesiones en el mtDNA e incluso la pérdida de éste (Martinez e al.,

1995; Ristow et al., 1995; Ibeas ¢t al., 1997; Castrejon et al., 2002).

155 RNA

% Ox1
- G
Genoma mitocondrial -
75 Kb 1554
£
[ "
Sall — .
L 7 ATPasag
215 RNA ATPasab

Figura 1-6. Mapa del DNA mitondrial de Saccharomyces. El mapa esta deducido de los datos de la secuencia completa. El
tamafio de esta molécula es de 75 Kb. Las cajas negras indican exones codificantes, mientras que las punteadas indican
intrones. En este mapa tan sélo aparecen los principales ORFs. Los fragmentos marcados con cajas verdes corresponden a

secuencias de alta homologia con el DNA nuclear (Modificado parcialmente deRicchetti et al., 1999).

S.cerevisiae puede sobrevivir sin mtDNA, aunque esto implica la pérdida de enzimas oxidativos,
y por tanto, la imposibilidad de generar ATP por la via oxidativa y de usar fuentes de carbono no
fermentables. Como resultado estos mutantes (rho’), crecen mas lentamente y forman colonias mas
pequefias (petite) que las cepas salvajes RHO" (grande).

Ademas de su papel central en el metabolismo respiratorio, el genoma mitocondrial de

S.cerevisiae esta relacionado con otras funciones celulares. Debido al hecho de que la generacién de
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mutantes pefife en cepas vinicas ocurre de forma espontanea, es importante remarcar que cepas con
diferentes »DNA difieren en caracterisiticas de floculacion, de metabolismo lipidico, en produccion de
alcoholes de alto peso molecular y en formacion de compuestos organolépticos. Asi no se usan cepas

vinicas pezite industrialmente, por la influencia del mtDNA en dichos procesos (Pretorius, 2000).

1.5.3.4.2 Factores Killer

El fenotipo killer en Saccharomyces se halla asociado a la presencia intracelular de particulas no
infecciosas tipo virus-like (VLP). Las VLP presentes en cepas ki/ler (cimocidales) contienen dos cadenas
de RNA (&sRNA), designadas como genomas L. y M (Wickner, 1996; Petering ez al., 1991). El genoma
L, de un tamafio 4.5 Kb, codifica una RNA polimerasa-RNA dependiente y una proteina de cubierta
que encapsula ambos genomas. El genoma M, de tamafio variable (de 1.3 Kb a 2 Kb), codifica para una
proteina toxica (cimocina) y un factor de inmunidad. Existen una serie de cepas inmunes (cepas
neutras) cuyo genoma M no codifica para ninguna toxina. La cimocina es secretada por cepas
cimocidales y es letal para cepas sensibles. Hasta el momento se han descrito cinco tipos de cepas killer
de  S.cerevisiae, siendo las cepas killer vinicas del tipo K2 o K28, debido probablemente a que la
actividad cimoidal de estas variantes esta favorecida por las condiciones acidicas del mosto (pH 2.8-3.8)
(Wingtield e# al, 1990; Wickner, 1996). Las cepas killer poseen la ventaja ecologica de ser capaces de
desplazar a otras, pero organolépticamente el factor killer no aporta ningun valor afiadido al producto

final.

1.6 Métodos moleculares de diferenciacion de levaduras vinicas

Los métodos clasicos, basados en pruebas de caracter fenotipico, se han empleado
tradicionalmente como métodos de clasificaciéon taxonémica dentro del género Saccharomyces. Entre
ellos cabe destacar la utilizacion de diferentes azicares, crecimiento sin niacina, utilizacion de I-lisina
como fuente de nitrégeno tnica y crecimiento en 0.1 % de cicloheximida, entre otras (Barnett, 1992).
Este tipo de pruebas son siempre largas, costosas y no siempre reproducibles (Querol ez al., 1992;
Querol ez al., 1993). Muchas de las cepas industriales del grupo de S.cerevisiae no son distinguibles y/o
identificables por métodos fenotipicos clasicos y de ahi surge la necesidad de la utilizaciéon de técnicas
moleculares. L.a mayoria de las técnicas utilizadas en la actualidad se basan en la discriminaciéon de
polimorfismos de DNA (Querol e al., 1992; Fernandez-Espinar ef al, 2001). El inconveniente de las
técnicas moleculares es que algunas de ellas no son extrapolables industrialmente debido a su elevado

coste econdémico y/o tiempo en desarrollatlas (Fernandez-Espinar ¢z al., 2001).
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La enologia actual, la cual utiliza mayoritariamente levadura seca activa (LSA) requiere de
controles fiables, sensibles, rapidos y econémicos. Hay dos aspectos fundamentales que es necesario
controlar:

1.- Identificacién inequivoca de que la cepa que vamos a inocular y que hemos multiplicado

previamente es la cepa deseada.

2.- Control de calidad durante la produccion, para asegurar que la cepa inoculada es la que esta

llevando a cabo el proceso (Querol ¢f al., 1992).

La técnica a elegir dependera del coste econdémico, equipamiento, rapidez, poder de
discriminacion (capacidad de diferenciar el maximo ndmero de cepas), la sensibilidad (capacidad de
detecciéon de una cepa minoritaria en una mezcla), la fiabilidad (reproducibilidad de la técnica en
espacio y tiempo) y la divergencia (capacidad de sensibilidad a los cambios genéticos) (Vezinhet e/ al,

1990).

1.6.1 Identificacion de polimorfismos de secuencia de DNA

El uso de sondas como herramientas de identificaciéon y clasificacion molecular ha sido
propuesto por varios autores (Braus ef al, 1985; Degté et al.,1989, Querol et al., 1992). Esta técnica
consiste en obtener fragmentos de restriccion de DNA genémico e hibridarlos con sondas
pertenecientes a genes de metabolismo primario tales como HIS4, LEUZ2, TRP1, TRP2, TRP3 y TRP4,
entre otros. Como quiera que para determinadas cepas analizadas no se obtienen resultados
polimorficos utilizando ninguna de estas sondas (Braus er a/, 1985), se han propuesto otras
correspondientes a secuencias repetitivas del genoma, como el DNA ribosomal (Pedersen, 1983), los

Tys o la secuencias poliTG (Walmsley ez a/.,1989).

1.6.2 RFLP de mtDNA

Este método ha sido utilizado para la diferenciacién de cepas industriales desde los afos 80,
aunque en los 90 es perfeccionado por Querol y colaboradores, de manera que no requiera purificacion
del mtDNA (Querol e a/, 1992) . E1 DNA total es digerido con nucleasas que reconozcan cuatro bases
de DNA e incluyan C/G dentro de su diana de reconocimiento (como Hinfl, Rsal, Taql, Ddel). Con
ello, el DNA mitocondrial queda digerido en bandas discretas, mientras que el DNA nuclear se digiere
totalmente, al ser comparativamente mas rico en bases C/G. Con esta técnica se obtiene un patrén
caracteristico para cada cepa. Es una herramienta muy utilizada en la actualidad y con un gran poder

discriminatorio (Guillamon ef al, 1994; Lopez et al., 2001).
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1.6.3 Cariotipado de cepas

Esta técnica fue descrita por Carle y Olson en 1985, y ha ido mostrando su enorme utilidad
como herramienta taxonémica (Vaughan-Martini et a/, 1993). La técnica consiste en separar
electroforéticamente los cromosomas para obtener un cariotipo especifico de cada cepa. Esta técnica es
especialmente util para la diferenciacién de las cepas salvajes y/o industriales, ya que éstas presentan
multiples polimorfismos cromosémicos (De Jonge ef al., 1986; Johnston y Mortimer, 1988; Venzinhet ez
al. 1990). Un factor importante a tener en cuenta es el hecho de que muchas cepas salvajes presentan el
fenémeno de inestabilidad genética, por lo que sus cariotipos pueden variar notablemente al cabo de

unas cuantas generaciones.

1.6.4 Polimorfismos de DNA ribosomal

Las secuencias que se encuentran entre las subunidades de rDNA, llamadas ITS (internal
transcribed spacer) y NTS (nontranscribed spacer) son altamente variables entre especies y cepas (Baleiras
Couto ¢t al., 1996; Guillamén ez al., 1998; Esteve-Zarzoso et al., 1999; Fernandez-Espinar ef al., 2000).
Tanto la amplificacion de una regién correspondiente a NTS, como la amplificacion de regiones ITS y
la posterior restriccion de las amplificaciones, han demostrado su utilidad en la diferenciacion de cepas.
Han demostrado extremadamente su utilidad con cepas de S.cerevisiae y S.pastorianus (Molina et al.,1993;

Baleiras Couto ef al.,, 1995; Baleiras Couto e# al., 1996) (Figura 1-4)

1.6.5 Anilisis de secuencias polimdrficas amplificadas al azar por PCR (RAPD-PCR)

La técnica del RAPD consiste en la amplificacion de fragmentos al azar del genoma de una
cepa, utilizando oligonucleétidos cortos. Estos nucleétidos no suelen superar los 10 pb, obteniéndose
un patréon diferente para cada nucleétido o combinaciones de éstos. Este patrén es caracteristico para
cada cepa (Balerias Couto e7 al., 1994; Baleiras Couto ¢t al., 1996; de Barros Lopes ez al., 1998). A pesar
de la utilidad de la técnica, posee entre sus inconvenientes la de ser una técnica poco reproducible,
tanto a lo largo del tiempo como entre diferentes laboratorios. Para alcanzar su maximo nivel de
discriminacién sobre un fondo genético determinado, requiere frecuentemente de un proceso de
optimizacioén con diferentes oligonucleétidos. Posee la gran ventaja de tener un coste muy bajo y de ser

sencilla, factores que la hacen muy atractiva para la industria fermentativa.
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1.6.6 Amplificacion v caracterizacion de secuencias delta & por PCR

Esta técnica consiste en la amplificaciéon de las secuencias delta (8), asociadas o no a
transposones (Tys). Posee un buen poder discriminatorio en la clasificacién de cepas, obteniéndose un
patrén de amplificacion especifico para cada cepa o grupo de cepas (Fernandez- Espinar ez al., 2001).
Esta técnica es rapida y econdmica, lo que la hace muy conveniente para su aplicacion industrial,
aunque posee el inconveniente de ser muy dependiente de la calidad y cantidad del DNA molde, asi
como por el empleo de temperaturas de anillamiento muy bajas, lo que limita su reproducibilidad entre

diferentes laboratorios (Fernandez- Espinar ez a/., 2001).

1.6.7 PCR de secuencias polimérficas de DNA mitoncondrial

Este método se basa en la variacién en numero y posiciéon de los intrones en el gen
mitocondrial COX7, que codifica para una citocromo C oxidasa (Foury et al.,, 1998; Lopez et al., 2003).
Se utilizan una serie de primers de secuencias consenso de diferentes microorganismos y se realizan
reacciones de PCR mudltiples. Este método es rapido y econdémico. Presenta el inconveniente de que no

es demasiado sensible en la identificacién de una cepa en un proceso fermentativo (Lopez ef al., 2003).

1.7 Mejora genética de levaduras industriales

Las levaduras vinicas han sido seleccionadas tradicionalmente por su excepcional tolerancia a
etanol, su resistencia al anhidrido sulfuroso y la capacidad de fermentar mostos eficientemente (que
contienen del orden del 16%-18% de azucares) sin producir productos organolépticos no deseados.
Todas estas caracteristicas asi como otras no siempre coexisten en una cepa, por lo que en muchos
casos es necesario o deseable su mejora genética.

Las primeras mejoras de cepas vinicas fueron realizadas a mediados de los afios 80, como
respuesta a la demanda industrial de nuevas cepas. Estas primeras mejoras genéticas fueron llevadas a
cabo por genética clasica, por medio de mutagénesis, hibridacién o citoduccion (Dequin, 2001). Estos
métodos son poco especificos y con ellos es dificil modificar una determinada propiedad sin alterar
accidentalmente otras de manera imprevisible. Ademas, las levaduras vinicas presentan bajas tasas de
esporulacion y tasas de viabilidad de esporas bastante bajas, factor que refleja la complejidad genética
de dichas cepas. Muchas de las esporas son incapaces a menudo de conjugar. Poseen ademas altas dosis
de aneuploidias y un alto grado de heterocigosis. Todas estas caracteristicas hacen muy dificil su

mejora por medios convencionales.
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La creciente demanda de cepas comerciales por parte de la industria ha multiplicado en pocos
afios el numero de cepas vinicas comercializadas. Paralelamente, se han ido desarrollando estrategias
basadas en DNA recombinante para la mejora genética de cepas (Pérez-Gonzalez ¢t al., 1993; Pretorius,
2000; Dequin, 2001). Las cepas vinicas suelen protétrofas, por lo que para seleccionar cepas
recombinantes deben de utilizarse marcadores dominantes tales como resistencia a G418 (geneticina),
ClonNat® (nurseotricina), cobre, cicloheximida, formaldehido, fluoroacetato o trifluoroleucina
(Cavalieri ez al, 1999; Bendoni et al, 1999). El hecho de que algunos de los genes que confieren
resistencia tenga un origen bacteriano limita enormemente su aplicacion en la industria alimentaria,

debido a la legislacion vigente sobre organismos modificados genéticamente (OMG).

1.7.1 Floculacion

La agregacion asexual de las células en flocos y su posterior sedimentacion, es una caracteristica
importante en las cepas vinicas y cerveceras. Es dependiente de una familia multigénica (genes FLO)
dispersa por todo el genoma, habiéndose descrito como genes dominantes a FL.LO7, FLLOS y FLLO5
(Dequin, 2001) y el proceso es ademas dependiente de calcio. El gen FLLO7, uno de los genes
dominantes de la familia, codifica para una proteina con un dominio lectina (Watari e a/., 1994; Bidard
et al., 1995). La estrategia mas utilizada es la de transformar una cepa vinica no floculante con un
plasmido multicopia que contiene FI.LO7, lo que la convierte en floculante (Bidard ez a/, 1994). Otras
variaciones de esta estrategia consistieron en la transformacion plasmidica de fusiones génicas del tipo
pADHT-FL.OT (promotor de alcohol deshidrogenasa, muy potente) (Watari ez al, 1994) o pHSP30-
FLOT (promotor heat-shock protein 30) (Verstrepen et al., 2000).

1.7.2 Sobreproduccion de glicerol

El glicerol es el tercer producto mas frecuente tras el etanol y el CO, en el proceso
fermentativo, llegindose a concentraciones de 6 a 13 g/1 (Dequin, 2001). Confiete a los vinos cuerpo y
una cualidad organoléptica dulce. Se obtuvieron cepas sobreproductoras de glicerol clonando el gen
GDPT7 (glicerol-3-fosfato deshidrogenasa) en un plasmido multicopia de tipo 2um. Con esta estrategia
se consigui6 duplicar y hasta triplicar el nivel de glicerol. Otra estrategia empleada fue la
transformacion, también en plasmido multicopia, de fusiones del tipo pADH7-GDP7 con lo que se
obtuvieron cantidades del orden de 12 a 18 g/1 de glicerol y un 1 por ciento menos de etanol en el

producto final (Remize ¢t al, 1999).
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1.7.3 Sobreproduccion de acetato de isoamilo

El acetato de isoamilo confiere el aroma de platano, considerado muy positivo en vinos
jovenes. Se produce por metabolizacién del alcohol isoamilico, relacionado a su vez con la sintesis de
leucina. Para aumentar el nivel de este éster se siguieron diversas estrategias basadas en la
sobreexpresion de LEU4 (isoapropiamil sintasa) o de ATF7 (alcohol acetiltransferasa) (Lilly ez a/,
2000).

1.7.4 Eliminacién de etilcarbanato

Se forma por la reaccién espontianea de urea y de etanol a elevadas temperaturas en medio
acido. Es un supuesto carcinégeno que se encuentra en una amplio abanico de productos fermentados
(vino, jerez, brandi, sake) y su concentracion esta legislada. La urea proviene de la lisis de la arginina por
parte de la enzima arginasa, por lo que un abordaje biotecnolégico se basé en la disrupcion del gen
correspondiente (CAR7) (Kitamoto ef al, 1991). También se abord6 la expresiéon de ureasas de

Lactobacillus (Visser et al., 1999), aunque sin demasiado éxito.

1.7.5 Fermentacion malolictica

La fermentacion malolactica es la transformacién de acido malico presente en el mosto en 4cido
lactico, mediante la descarboxilacion de malato a acetato por la enzima malolactica. Este proceso posee
un papel clave en la deacificacion y estabilizaciéon del vino, contribuyendo por tanto de una forma
esencial a la calidad organoléptica de este. Este proceso bioquimico no puede ser llevado a cabo por
S.cerevisiae, por lo que se anade al mosto en fermentacion, una serie de indculos comerciales de bacterias
malolacticas (Lactococens lactis o Lenconostoc oenos) para dicha transformacion. Esta estrategia presenta el
inconveniente de que muchas veces la composiciéon del vino (alto porcentaje de etanol, pH cercano a
3.3) no es Optima para el desarrollo de dichos microorganismos. Una de las estrategias moleculares
seguidas para la transformacion del malato es la expresion en Saccharomyces del gen o genes responsables
de la fermentacion malolactica. La clonacion del gen m/eS de Lactococcus lactis (que codifica para la
enzima malolactica) en Saccharomyces dio buenos resultados a escala piloto (Ansanay ef a/, 1993). Van
Vuuren y colaboradores (2003) clonaron el gen malolactico de L.oenos (O.oeni) en el locus URA3Z de
una cepa de S.bayanus junto con el transportador de malato de S.pombe. En este caso el malato fue
eliminado de manera muy eficiente por la cepa recombinante sin alterar de manera significativa el resto

de propiedades enolégicas de la misma.
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1.7.6 Produccioén de acido lactico

El balance equilibrado entre el aztcar y el acido en el vino, es uno de los mayores requisitos
para la calidad de éste. En muchas regiones enoldgicas, el mosto posee una cantidad de acido muy baja,
hecho que debe de ser corregido. Puede realizarse la correccion por la adicion de acido tartarico, pero
su capacidad se halla limitada por la inestabilidad del tartrato potasico (Dequin, 2001). Para corregir la
acidez, se construy6 una cepa recombinante de S. cerevisiae productora de acido lactico que expresaba el
gen de la lactato deshidrogenasa de Lactobacillus lactis ILDH). Esta cepa incrementa la acidez del medio
de 0.2 a 0.3 unidades de pH (Dequin ¢z a/, 2001).

1.7.7 Disminucién de acidez volatil

El 4cido acético es extremadamente negativo para la calidad de los vinos. Este compuesto
volatil es producido espontaneamente por S. cerevisiae, aunque su producciéon puede bloquearse
mediante la disrupciéon del gen ALDG6 (acetaldehido deshidrogenasa). Como efecto beneficioso

afiadido, la cepa modificada produce concentraciones elevadas de glicerol, succinato y 2,3-butanodiol

(Remize et al., 2000).

1.7.8 Degradacion de polisacaridos

En la produccién de vino se usan pectinasas y glucasanasas comerciales para su clarificacion.
Este hecho facilita la licuacién de la uva favoreciendo ademas la liberacion de varios compuestos de la
piel (que contribuyen positivamente al sabor) y la posterior clarificacion del vino. La estrategia realizada
consisti6 en el clonaje de pectinasas de Erwinia (Laing ef al., 1993), glucanasas bacterianas (Gonzalez-

Candelas ¢z al., 1995) y endo-exo glucanasas en Saccharomyces (Pérez-gonzalez et al., 1993; Dequin, 2001).

1.7.9 Liberacién de aromas

Las glucosidasas de Saccharomyces y de la uva son inhibidas por la presencia de glucosa en el
mosto y por su caracter acidico. La adicién de preparados de glucosidasas fungicas al vino favorece la
hidrélisis de compuestos aromaticos glicoconjugados, mejorando la percepcion organoléptica. Para
aumentar la produccién de estos compuestos, se clonaron glucosidasas fungicas en S. cerevisiae, como las

glucosidasas de Candida (Saha y Bothast, 1996) y de A. oryzae (Riou y Gunata, 1998).
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1.7.10 Otras estrategias

Radican en la modificaciéon de rutas metabolicas propias de Saccharomyces con el objeto de
aumentar el aroma del vino, como los mutantes de biosintesis de ergoesterol, que producen

monoterpenos similares al de las flores de vifia (Chambon ef a/, 1990).

1.8 Inestabilidad cariotipica; polimorfismos cromos6micos

Muchas cepas vinicas presentan polimorfismos cromosémicos, consistentes en que dos cepas
de la misma especie, o dos clones de la misma cepa, presenten diferencias de tamafio y/o nimero de
bandas cromosomales en sus cariotipos (Benitez y Codoén, 1995). Estos polimorfismos son
consecuencia en algunos casos de una adaptacion al medio industrial (Bakalinsky y Snow, 1990; Adams
et al., 1992; Longo y Venzinhet, 1993; Benitez y Codén, 1995; Miklos et al., 1997; Gasent-Ramirez ez al.,
1999; Nadal e al., 1999; Pérez Ortin et al., 2002b). La implementacion del cariotipado de levaduras por
electroforesis de campo pulsante facilité la deteccién de polimorfismos cromosémicos, y las primeras
descripciones correspondieron a polimorfismos detectados entre cepas haploides de laboratorio,
paralelas al desarrollo de dicha técnica (Carle y Olson 1985; Johnston ef /., 1988). Sin embargo, es en
cepas industriales y salvajes donde el polimorfismo cromosémico es mas acusado y frecuente, dandose
tanto en cepas cerveceras como en panaderas o vinicas (Venzinhet ef a/, 1990; Rank ez 4/, 1991). En
algunos casos se detectaron diferencias de hasta de un 45 % en el tamafio de un mismo cromosoma
entre clones de la misma cepa (Bidenne ¢7 a/, 1992). Este fenémeno no se halla restringido a S.cerevisiae,
ya que también es comun en otras especies de hongos de dotaciones cromosémicas y tamafio
genomico dispar (Zolan, 1995).

Uno de los mecanismos responsables de la aparicion de polimorfismos cromosémicos es el de
inestabilidad cariotipica, una de las formas de inestabilidad genética. La inestabilidad cariotipica es
un fenémeno que se da tanto en mitosis como en meiosis, consistente en reorganizaciones
cromosémicas, mas o menos frecuentes, que dan como resultado la aparicion de diferentes
polimorfismos cromosémicos ente clones de una misma cepa o entre sus derivados meidticos. Este
fenémeno es muy importante industrialmente, ya que una cepa con inestabilidad cariotipica puede no
garantizar la reproducibilidad de las propiedades del producto final en un proceso industrial (Gasent-
Ramirez et al., 1999).

No se ha descrito ningin marcador fenotipico asociado a inestabilidad cariotipica en

Saccharomyces, 1o que dificulta su deteccion y complica su analisis. La inestabilidad cariotipica no ocurre
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en cepas de laboratorio, salvo en aquellas sometidas a una fuerte presion selectiva (Adams ez 4/, 1992) o
en determinados mutantes de replicacion y recombinacion (Chen ez al, 1998; Chen y Kolodner, 1999).
En otras especies de levadura, como Candida albicans, la inestabilidad cariotipica tiene lugar
espontaneamente asociada a cambios fenotipicos relacionados con la virulencia de la cepa
(Rustchemko e# al. 1993; Pérez-Martin ez al. 1999).

Tal vez el estudio mas detallado de la inestabilidad cromosémica en S. cerevisiae fue el publicado
por Longo y Vezinhet en 1993. En este trabajo se estudiaron las recombinaciones cromosémicas en
dos cepas en crecimiento vegetativo, una haploide de laboratorio y de una cepa vinica, hasta un total de
275 generaciones. Los cariotipados de derivados de ambas cepas demostraron que, mientras que el
cariotipo de la cepa haploide era estable, el 50% (15/30) de los cariotipos de los detivados mitéticos de
la cepa vinica presentaron nuevos polimorfismos cromosémicos presuntamente debidos a
reorganizaciones en sus cromosomas, siendo mas frecuentes en los cromosomas pequefos
(cromosomas I y III) (Longo y Vezinhet, 1993) .

Adams y colaboradores (1992) sometieron a una cepa de laboratorio a crecimiento mitético en
un medio con cantidades limitantes de fosfato inorganico, hasta completar de 700 a 1000 generaciones.
Demostraron que la adaptacion a este medio suboptimo fue acompafiada por duplicaciones de largas
porciones del genoma, detectando ademas deleciones a mas baja frecuencia y otros tipos de eventos
que conducen a la aparicion de nuevos polimorfismos cromosémicos (Adams e al, 1992).

Ibeas y Jiménez (1996) estudiaron la inestabilidad cariotipica de un hibrido entre una cepa de
laboratorio y una cepa vinica, detectando inestabilidad cariotipica y afirmando que la presencia de
cromosomas polimérficos de tamafio en dichos hibridos, son por si mismos una fuente de inestabilidad
(Ibeas y Jiménez, 1996).

Botsein y colaboradores sometieron a una cepa a 500 generaciones con limitacion de la fuente
de carbono (glucosa). Utilizando la técnica de CGH (comparative genomic hibriditation) con matrices de
DNA, pudieron observar como algunos de los cambios cromosomales se debian a amplificaciones en
los transportadores de hexosa (Dunham ez a/, 2002).

Un caso especial de inestabilidad cromosémica es el presentado por el cromosoma XII. Este
cromosoma presenta variaciones de tamafio a muy alta frecuencia. Se ha demostrado que estas
variaciones de tamafo son debidas a reorganizaciones estructurales basadas en la alteracion del nimero
de clusters de rDNA durante el crecimiento vegetativo (Pasero y Marilley, 1993; Chindaporn ez al., 1993;
Rustchenko ez al.,, 1993).

Algunos polimorfismos cromosémicos quedan fijados en una determinada cepa a lo largo del
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tiempo como consecuencia de una fuerte presion del medio de crecimiento industrial. Este es el caso
de lo descrito por Guijo ef a/, que encontraron polisomias del cromosoma XIII en levaduras de flor
(levaduras vinicas de producciéon de jerez). Este cromosoma contiene los genes ADH2? y ADH3
(alcoholes deshidrogenasas) que intervienen en los procesos oxidativos del etanol en el envejecimiento
de estos vinos (Guijo et al, 1997), por lo que el aumento del numero de copias probablemente
mejoraba las caracteristicas industriales de la cepa. Codén ef a/ describieron una amplificacion del gen
SUC2 en cepas panaderas y de melazas, concluyendo que es un mecanismo adapativo que otorga un
mejor fitness industrial a dichas cepas (Codon ef al, 1997). Pérez-Ortin ef al, han descrito una
translocacion reciproca entre los cromosomas VIII y XVI, dando como resultado el alelo SSU7-R (el
gen SSUT confiere resistencia a sulfito). En este alelo, SSU7 esta regulado por el promotor fuerte
EMC34 y ha quedado fijado en el fondo genético estudiado, ya que seguramente confiere una ventaja
selectiva a la cepa en cuestion (Pérez Ortin ez al, 2002b).

Aunque los procesos de recombinaciéon mitética pueden explicar por si mismos la aparicién de
nuevos polimorfismos cromosémicos en cepas industriales y salvajes, con ciclos de vida esencialmente
asexuales, Mortimer y colaboradores propusieron el modelo del “Genome Renewal” como posible
alternativa (Mortimer ef al, 1994). Este modelo propone que una cepa diploide que acumule
mutaciones puede llegar a esporular en condiciones de crecimiento vegetativo, diploidizar y formar
nuevos clones que pueden imponerse al resto si durante el proceso han adquirido alguna ventaja
selectiva. La importancia de este proceso esta actualmente sometido a debate (Miklos ef /. 1997; Puig ez

al., 2000).

1.8.1 Mecanismo molecular de la inestabilidad cariotipica

Existen diversos modelos para explicar el origen de polimorfismos cromosémicos y la
inestabilidad cariotipica. El mas aceptado es el que explica los cambios de tamafio de los cromosomas
por recombinacion homéloga no alélica (recombinacion ectépica) entre secuencias repetidas dispersas
en el genoma, como los elementos Ty, los elementos subteloméricos Y', y otros (Louis y Haber, 1990;
Adams ez al., 1992; Bidenne e al., 1992; Benitez y Codon, 1995; Benitez ef al., 1996; Codoén et al., 1997,
Kupiec y Petes, 1988a y b; Rachidi e a/, 1999; Puig et al., 2000: Querol ez al., 2003). Algunas cepas
vinicas presentarfan este fenémeno con alta frecuencia en meiosis (Codon ef al, 1997), mientras que
otras cepas lo presentarfan también en crecimiento mitético (Longo y Vezinhet, 1993; Nadal e 4,
1999). Aunque la base molecular de la recombinacién que origina los polimorfismos cromosémicos es

conocida, poco se sabe del origen de la recombinacion mitética espontanea (Aguilera ez al., 2000).
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1.8.2 Recombinacion e inestabilidad genética

1.8.2.1 Recombinacion

La recombinacién se define como el proceso de intercambio o de transferencia de informacion

entre moléculas de DNA, clasificable en dos tipos basicos (Paques y Haber, 1999; Prado ez a/., 2003):
+  Recombinacién homoéloga (HR) (Figura 1-7).
+  Recombinacion no homologa (non homologons end joining, NHE]) (Figura 1-7).

La recombinacién homoéloga implica el intercambio de DNA entre secuencias idénticas o casi
idénticas, de cientos de pares de bases, mientras que la recombinacién no homologa ocurre entre
secuencias de DNA sin homologfa o con muy escasa homologfa.

El proceso de recombinaciéon homodloga juega un papel central y crucial en el ciclo de vida de
muchos organismos, tanto en mitosis como en meiosis. En meiosis, su funcién primaria es la de
establecer una conexion fisica entre cromosomas homoélogos para asegurar una correcta disyuncion en
la primera division meiotica, asi como la de contribuir a la diversidad por creacién de nuevos grupos de
ligamientos génicos, o de partes de éstos (Roeder ez al., 1997; Prado ef al, 2003). En mitosis juega un
papel primordial como mecanismo de reparacién de lesiones del DNA, causados por diversos
fenéomenos (Kogoma, 1997; Cox, 2001).

La NHE]J juega un papel esencial en la reparacion de determinadas dobles roturas de cadena del
DNA (DSB, double strand breaks) y muchos de sus componentes son requeridos para la estabilizacion de

DNA repetitivos presentes en los telémeros (Lewis y Resnick, 2000).

1.8.2.2 Mecanismo de recombinacidon

Todos los procesos de recombinaciéon meidtica y mitética se inician por una doble rotura del
DNA (Aguilera ez al, 2000). En mitosis estas dobles roturas del DNA (DSBs) se producen
fortuitamente como consecuencia de radiaciones ionizantes, agentes quimicos, errores de replicacion o
distorsiones en el DNA (Prado ez a/, 2003). Ademas existen DSB programadas como los que ocurren
en Saccharomyces en el cambio de tipo de conjugacion (mating tipe switching) o , en meiosis, los producidos

por la accién de la endonucleasa Spollp (Celerin ez al., 2000; Pecina e al., 2002).
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Figura 1-7 . Recombinacién homoéloga (HR) y no homéloga (NHE]). A-HR) En la parte izquierda de la figura se muestra
esquematicamente el proceso de reparacion y las dos proteinas y complejos clave en dicho proceso (Rad52p en rojo, Rad51p
en azul y el complejo RPA en verde). Rad52p juega un papel esencial en dicho proceso y puede facilitar el desplazamiento de
RPA por parte de Rad51p. B-NHEJ) En la parte derecha se muestra esquemadticamente el proceso de reparaciéon no
homélogo (NHEJ), con las dos proteinas y complejos clave en dicho proceso (Ku70-Ku80 en azul claro y fuerte

respectivamente, y el complejo Mre-Rad50-p95-DNA ligasa-XRCC4) (Modificado de Haber1999).

En Saccharomyces la reparaciéon de dichos DSBs ocurre preferentemente por un proceso de
recombinaciéon homoéloga (HR). Este proceso de reparacion, que implica recombinacién, requiere de
una larga homologia y ocurre a partir de la cromatida hermana no dafiada o del cromosoma homélogo.
En todos los casos, la HR puede implicar la transferencia no reciproca de una molécula de DNA a otra
(proceso de conversién génica) y/o transferencia reciproca de informacién entre dos moléculas de

DNA (entrecruzamiento) (Prado ez a/., 2003) (Figura 1-8).
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Figura 1-8. Resultados de los procesos de recombinacién homologa. En el proceso de conversién génica sin
entrecruzamiento se produce una transferencia no reciproca entre las secuencias participantes, mientras que en el proceso de
conversion génica con entrecruzamiento se produce una transferencia reciproca entre ambas secuencias (Modificado de

Prado ez al., 2003).

Este proceso de recombinacién homoéloga puede llevarse a cabo por tres mecanismos basicos (Paques y
Haber, 1999; Prado et al., 2003) (Figura 1-9):

DSBR (double stand break repair)

SDSA (synthesis-dependent strand annealing)

BIR (break induced replication).

En §. cerevisiae, el proceso de recombinaciéon no homéloga (NHE]) posee un papel secundario

en la reparacién DBSs, que son reparados preferentemente por recombinacién homologa (Paques y
Haber ez al, 1999). La NHE] consiste en la religacién de los extremos cortados, sin requerir homologia
de secuencia y sin la intervenciéon de extremos protuberantes. Frecuentemente implica la insercién y/o
deleciéon de nucleétidos, resultando por tanto un sistema de reparaciéon que introduce errores en el

DNA.
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Figura 1-9 . Mecanismos de recombinacion homéloga. La iniciacién de la recombinaciéon comienza por una rotura doble de
cadena (DSB). En la cadena rota aparacen extremos 3' protuberantes, los cuales invaden la cadena homéloga y actian como
primers de sintesis. En el caso del proceso de Reparacién de Doble Rotura (DSBR), tras la sintesis se forma una Holliday
Junction, cuya resolucién da como resultado un proceso de conversion génica fene conversion) con o sin entrecruzamiento.En el
caso de Sintesis Dependiente de Anillamiento de Cadena (SDSA) los fragmentos sintetizados de #ovo vuelven a la cadena a
reparar, no existiendo por tanto entrecruzamiento. En el caso del mecanismo de Replicacién Inducida por Rotura (BIR) la
replicacion es mas larga sobre la cadena invadida, y no existe ningtn tipo de entrecruzamiento. (Modificado de Prado ez /.,

2003).

1.8.2.3 Genética de la recombinacion

La figura 1-7 muestra el mecanismo de recombinacién homoéloga en S.cerevisiae. El proceso
empieza con la unién a los extremos abiertos de la proteina de replicacion A (RPA), la cual se une a la
cadena de ssDNA, y la intervenciéon de las proteinas del grupo de epistasia de RAD52 (RAD57,
RAD52, RAD54, RAD55 y RADS57). Aparentemente, la reparacion del DSB requiere el conjunto de las
tres DNA polimerasas con sus respectivos factores asociados (Haber, 1999). Rad52p es la proteina
clave en el proceso de recombinaciéon homologa, necesaria para dichos procesos (Paques y Haber

1999; Haber 1999; Prado ez al, 2003). Mutantes rad52 muestran reducciones de hasta 100 veces en
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recombinacion alélica inducida por la endonucleasa HO, y de 20 a 1000 veces en recombinacion
espontanea (Prado ez al., 2003).

El proceso de recombinacién no homologa sigue un camino totalmente independiente; de
hecho, los dos sistemas de reparacion no tienen ningun factor clave en comun. La NHE] requiere el
conjunto de las siguientes proteinas: yKu70p y yKu80p, DNA ligasa IV y las proteinas asociadas
XRCC4p, Mrellp, Rad50p y Xrs2/p95 (Haber, 1999) (Figura 1-7).

1.8.2.4 Procesos recombinatorios asociados a inestabilidad genética

Mientras que la NHE] es un proceso recombinatorio que por naturaleza introduce alteraciones,
al no depender de homologia de secuencia, la recombinacién homodloga (HR) es mucho mis
conservadora y en principio deberia restaurar las secuencias originales, siempre que éstas estén
disponibles. Sin embargo, la recombinacién homologa puede originar inestabilidad genética cuando se
produce entre secuencias situadas en posiciones no alélicas (Prado ef a/, 2003). Dentro de estos

procesos encontramos diferentes situaciones de recombinacién no alélica:

1.8.2.4.1 Recombinacién ectépica

Ocutrre entre secuencias similares o idénticas situadas en pociones no alélicas del genoma. Su
frecuencia en mitosis es la misma que la de recombinacién alélica (Kupiec y Petes, 1988ab) y requiere
de los mismos genes. Esto implica que en crecimiento vegetativo la frecuencia de contacto entre
cromosomas no homologos es la misma que en el caso de los homdlogos, a diferencia de lo que ocurre
en meiosis donde la frecuencia de esta ultima es sensiblemente mayor (Prado e# al., 2003). Dentro de
este tipo de recombinacién podemos encontrar la que se produce entre cromosomas no homologos o
secuencias no alélicas de cromosomas homologos, que dan lugar a translocaciones, y entre secuencias

subteloméricas, lo que produce variabilidad telomérica (Zolan, 1995) (Figura 1-10).

1.8.2.4.2 Recombinacion de repeticiones directas

Este tipo de recombinaciones producen intercambio desigual de material genético si ocurren
entre cromosomas o simples deleciones cuando son recombinaciones intracromosomales entre
repeticiones de la misma orientacion (single strand annealing, SSA) (Figura 1-11A). Su frecuencia se reduce
de 10 a 100 veces en mutantes rad52 (Prado y Aguilera, 1995). Este tipo de mecanismo es semejante el
que se produce en las repeticiones de rDNAs, aunque en este caso son independientes de Rad52p

(Ozenberger et al., 1991; Prado et al., 2003).
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Figura 1-10. Procesos de recombinacién homéloga ectdpica (A) y homologa ectdpica en zonas subteloméricas (B). Las
cajas de color naranja corresponden a secuencias idénticas o de alta homologia entre ellas. Estas secuencias se encuentran en
posiciones no alélicas de cromosomas homologos o no homdlogos. Debido al grado de homologia de secuencia que
presentan son el substrato de recombinacién homologa. Para dicho proceso es fundamental la presencia de la proteina
Rad52p. Puede observarse como en todos los casos esquemarizados los procesos recombinatorios dan como resultado la
aparicién de nuevos polimorfismos cromosémicos. (Basado en Zolan, 1995).

1.8.2.4.3 Intercambio desigual entre repeticiones en tindem

Estos procesos pueden ocurrir entre cromatidas hermanas o entre cromosomas homologos.
Provocan translocaciones reciprocas desiguales y por tanto la apariciéon de nuevos polimorfismos. Estos
procesos son designados como intercambio desigual de cromatides hermanas (“wnegual sister chromatid
exchange”, USCE) (Figura 1-11B) e intercambio desigual de cromosomas (“unegual chromosome exchange”,

UCE) (Figura 1-11C).

1.8.2.4.4 Otros tipos de eventos

Cuando se produce una doble rotura en el DNA (DSB) que no puede ser reparada, se produce
una pérdida de material genético (acortamiento) o incluso puede perderse el cromosoma completo
(Zolan, 1995). Si dicha rotura afecta a dos cromosomas pude resolverse por un proceso de

translocacion, que puede o no ser reciproca (Zolan, 1995) (Figura 1-12).
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A B C

Figura 1-11. Recombinacién de repeticiones directas. (A) Mecanismo de anillamiento intracromosomal entre repeticiones
directas (SSA), dando como resultado deleciones en el cromosoma. (B) Mecanismo de intercambio desigual entre
repeticiones directas de cromatides hermanas (USCE). C) Mecanismo de intercambio desigual entre cromosomas
homélogos (UCE). Tanto los procesos B) como C) provocan translocaciones teciprocas desiguales y por consiguiente la

aparicién de nuevos polimorfismos cromosémicos (Modificado de Zolan, 1995).
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Figura 1-12. (A) Doble rotura de un cromosoma y acortamiento de éste ante la imposibilidad de ser reparado. (B) Proceso
de dobles roturas en dos cromosomas no homélogos y treparacion por translocacion reciproca de material genético entre

ambos. Todos estos procesos son responsables de la apaticion de polimotfismos cromosémicos (Modificado de Zolan,

1995).
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1.9 Los Chips de DNA. El caso de las levaduras vinicas

El hecho de que S.cerevisiae haya sido el primer organismo eucariota secuenciado (Goffeau ez al,
1996), ha favorecido el desarrollo de las llamadas matrices de DNA (Kuipers, 1999). En el caso de
S.cerevisiae dichas matrices contienen impreso todo el genoma (mas de 6000 ORFs), bien sobre soportes
miniaturizados generalmente de vidrio y designados como micromatrices (wicroarrays) o bien sobre
soportes de mayor tamafo, generalmente de #ylon y designados como macromatrices (zacroarrays). En
conjunto y debido a su miniaturizaciéon son designados frecuentemente como chips de DNA.

El desarrollo de estas técnicas genémicas posee una gran implicacién para la biotecnologia
alimentaria, ya que permiten el control de las propiedades de los cultivos starter y las caracteristicas de
crecimiento de una cepa en un determinado medio industrial.

Muchos de los programas de mejora de microorganismos se hallan limitados por la falta de
conocimiento del genoma, asi como de sus procesos regulatorios y metabodlicos. La gendmica y la
genémica funcional pueden resolver algunas de estas necesidades, mediante el genotipado de cepas
industriales, asi como determinando los posibles problemas de alteracién genética que afecten a los

productos finales (Pérez-Ortin ez al., 2002a).

1.9.1 Estudios gendmicos

Los chips de DNA nos permiten desde la caracterizacion sistematica de genes descubiertos por
secuenciacion, detecciéon de aneuploidias o deleciones parciales de cromosomas, identificaciéon de
copias de loci, hasta el genotipado completo de una cepa (Pérez-Ortin et a/, 2002a).

Pérez Ortin y colaboradores, realizaron la comparacién de los DNA genémicos de una cepa de
laboratorio y de la cepa vinica T73. Comparando los datos normalizados de ambas cepas detectaron
importantes alteraciones cromosomicas, destacando una deleccién importante en el cromosoma VIIL.
Ademas concluyeron que la comparacién de datos de genotipado y de patrén de transcripcion  para
una determinada cepa, puede constituir una herramienta molecular de alta sensibilidad para la

identificacién de cepas industriales.

1.9.2 Estudios de expresion genética

Se han elaborado bastantes estudios de expresion genética con microarrays en levaduras vinicas,
ya que S.cerevisiae ha sido el primer organismo industrial utilizado en este tipo de estudios gendémicos

(Puig y Pérez-Ortin, 2000ayb). El conocimiento del patron de expresion en diferentes condiciones de
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crecimiento puede ayudarnos a entender el proceso fermentativo a un nivel molecular. El hecho de
que las cepas de laboratorio no crezcan en condiciones reales de vinificacion hace necesaria la puesta en
marcha de dichos estudios. En un proceso tipico fermentativo, las cepas vinicas deben de estar
adaptadas a condiciones anaerébicas y a altas concentraciones de etanol, asi como a otra serie de
factores relacionados con los procedimientos enolégicos, lo que implica una situacion de estrés para
estas células. Como consecuencia de este estrés, encontramos un conjunto de respuestas celulares como
alteraciones en la composicion de membrana (tales como en acidos grasos, esteroles y niveles de
fosfolipidos, entre otras).

Las practicas enoldgicas tales como uso de sulfato de cobre, bisulfito potasico, diéxido de
azufre (anhidrido sulfuroso) y otros compuestos utilizados tanto en las uvas como en la el proceso de
estabilizar el vino y eliminar la microflora bacteriana, se traducen en patrones de expresion
caracteristicos tales como sobrexpresiones de genes relacionados con estos procesos (sulfuro (SULT7-2),
amonio (MEP2), resistencia a sulfito) (Pérez-Ortin et a/, 2002a).

Cavalieri ef al. estudiaron la expresiéon global de diferentes cepas vinicas. Los genes que
presentaban una mayor sobreexpresion se correspondian con los implicados en la biosintesis de
aminoacidos y de purina (Cavalieri e# a/, 2000; Querol ez al., 2003). Entre sus conclusiones destacan el
hecho de que las poblaciones naturales de S.cerevisiae presentan diferencias alélicas importantes que
afectan enormemente al patron de expresion de una cepa y que por lo tanto, resulta de vital
importancia realizar estudios de segregacion e incluso de genotipado, como paso previo a estudios de
expresion (Cavalieri ez a/, 2000).

Infante y colaboradores han analizado el patréon de expresion de una cepa de levadura de flor
utilizada en la produccién del Jerez y lo han comparado con el patrén de una cepa de laboratorio. Entre
sus conclusiones destacan que muchos de los genes sobrexpresados se corresponden con regiones
amplificadas del genoma, por lo que concluyen que el incremento del numero de copias es el factor
determinante de la sobrexpresion de estos genes (Infante ez a/, 2003; Querol ez al., 2003).

La aplicacién de la tecnologia de los chips de DNA a las levaduras vinicas es bastante reciente.
El estudio completo de la fisiologia en fermentaciones vinicas reales puede proporcionar bastantes
pistas para la comprension del proceso biotecnologico. Esto nos ayudara a comprender el porqué
unas determinadas cepas son capaces de realizar este proceso biotecnolégico y otras no, asi como
entender a nivel molecular los diferentes grados de resistencia a estrés fermentativo (Pérez-Ortin et 4/,

2002a).
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2. Objetivos

El objetivo global de este trabajo ha sido profundizar en el estudio del mecanismo de la inestabilidad

cariotipica de cepas silvestres de S.cerevisiae y la caracterizaciéon genética de un conjunto de dichas cepas.
De forma mas concreta los objetivos han sido los siguientes:

1. Analisis de la inestabilidad cariotipica en la cepa vinica silvestre DC5; evaluacion y caracterizacion.

2. Analisis de la segregaciéon del fendémeno inestabilidad cariotipica; obtenciéon de derivados
monoesporidicos de DC5 y analisis de la inestabilidad cariotipica en estos.

3. Caracterizaciéon del mecanismo molecular de la inestabilidad cariotipica mediante la construcciéon de
mutantes de recombinacion.

4. Caracterizacion estructural de los c/usters de tDNA del cromosoma XII de la cepa DC5 y derivados;
estudio de la implicacién de éstos en la inestabilidad de dicho cromosoma.

5. Caracterizacion estructural de polimorfismos de tamafio del cromosoma I en derivados mitéticos de
la cepa inestable DC5.

6. Obtencion de cepas cariotipicamente mas estables sin alterar su fizness industrial.

7. Genotipado de la cepa DC5 y de diversas cepas vinicas silvestres e industriales.
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