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Introduccion

1. Proceso de vinificacion en la elaboracion de los vinos de Jerez

1.1. Fases previas a la fermentacion

En la elaboracién de los vinos de Jerez, el proceso de vinificacion se inicia con
la recogida y prensado selectivo de la uva para obtener los distintos mostos (Figura I-1).
A la primera fraccion de mosto, obtenida ejerciendo una presion de prensado baja (1
Kg/cm?), se le denomina mosto de 1° yema, constituye aproximadamente el 65% del
volumen total del mosto y se destina fundamentalmente a la produccion de vinos Finos
y Manzanillas. Con una presién de 4 Kg/cm ? se obtiene una segunda fraccién que
constituye el 23% del volumen total, a la que se denomina mosto de 2°yema ,y con una
presion de 6-7 kg/cm2 se obtiene la ultima fraccion del mosto llamada prensas (12 %),

que se utiliza para la destilacion de etanol tras su fermentacién (Pérez, 1982, 1984).

Prensado de la uva

Desfangado y correccion
en acidez y SO2

Fermentacion

Sistema
de afiadas

Sistema de soleras y criaderas

Embotellado

Figura I-1 Esquema del proceso de elaboracién de los vinos de Jerez

Tras la operacion del desfangado, consistente en la separacion de los solidos en
suspension por sedimentacién durante unas 24 h, los mostos de 1° y 2* yema son

filtrados y corregidos en acidez con la adicién de 1,5g/1 de 4cido tartarico. Ademas se
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les afiaden 80 mg/l de anhidrido sulfuroso, que actia como antioxidante (inhibiendo
oxidasas presentes en el mosto) y como antiséptico selectivo (impidiendo el crecimiento

bacteriano y de algunas levaduras indeseables).

1.2. Fermentacion

La fermentacion del mosto desfangado y corregido se lleva a cabo en depdsitos
de 40000 1 de capacidad con temperatura controlada. Se lleva a cabo una fermentacion
dirigida, utilizando como pie de cuba una levadura autdctona, de la especie
Saccharomyces cerevisiae, seleccionada en base a una serie de caracteristicas deseables,
como la capacidad para fermentar con rapidez mostos con 20-25% de azucar, alta
tolerancia a etanol, CO,, SO, y altas temperaturas, baja produccion de metabolitos
indeseables (acidez volatil, H,S, diacetilo, etc.) y capacidad para producir metabolitos
que contribuyan favorablemente en la apreciacion organoléptica del vino, como el
acetaldehido y otros compuestos volatiles (Degré, 1993).

La utilizaciéon de una levadura seleccionada como pie de cuba acelera por tanto
el proceso fermentativo y al aumentar rapidamente el grado alcohdlico, se reduce la
posibilidad de infeccion bacteriana y el desarrollo desmedido de otras levaduras
presentes en el mosto. La fermentacion finaliza al cabo de unos treinta dias, momento
en el que el mosto fermentado ha adquirido una graduacion alcohdlica aproximada de
12% (v/v) (Suérez e Iiiigo, 1990).

Si la inoculacién se realizara con una cepa muy distinta a la habitual de la flora
autoctona (por su origen, naturaleza, etc.), las caracteristicas del vino podrian variar
notablemente, por lo que la seleccion de la levadura apropiada se convierte en un
proceso critico en la fermentacion dirigida.

En este punto se realizan analisis de las caracteristicas organolépticas y fisico-
quimicas que determinardan el tipo de envejecimiento que sufrira cada vino.
Normalmente los fermentados mas finos y ligeros, procedentes de mostos de 1* yema se
destinan a vinos de crianza biolégica (Finos y Amontillados) y aquellos de mayor

cuerpo y color, generalmente procedentes de mostos de 2? yema, a Olorosos.

1.3. Fases postfermentativas

La fase postfermentativa comienza con la operaciéon denominada fortificacién o
encabezado, que consiste en la adicién de etanol destilado de vino para elevar la

graduacion alcohdlica, que quedard aproximadamente al 15% en los vinos dedicados a
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crianza biologica y al 18% en aquellos dedicados a envejecimiento fisico-quimico. El
proceso de envejecimiento determinara el tipo de vino resultante. Asi, se obtienen Finos
y Manzanillas después de un envejecimiento llevado a cabo exclusivamente mediante
crianza bioldgica. Son vinos muy finos de color oro pajizo a muy palido, de aroma
punzante y delicado, ligeros, secos y poco acidos, con graduacion alcohdlica entre 15y
17%. Los Amontillados tienen una primera fase de crianza bioldgica y una posterior de
envejecimiento fisico-quimico. Son vinos de color dmbar, aroma punzante atenuado,
suaves y llenos al paladar, secos y con graduacion alcohdlica comprendida entre 16 y
18%. Los Olorosos tienen una cortisima fase de crianza biologica, previa al encabezado
y a partir de entonces el envejecimiento es exclusivamente fisico-quimico. Son vinos de
color oro, muy aromaticos y de mucho cuerpo (nuez), secos o ligeramente abocados y

con graduacién alcoholica entre 18 y 20%.

Figura I-2. Cultivo de la cepa vinica B16 en fase de velo de flor

La crianza biolégica de los vinos finos y amontillados en la zona de Jerez
constituye una etapa fundamental en su singular elaboracion, ya que sufren una
evolucién muy marcada durante esta fase, al producirse numerosos cambios fisico-

quimicos que son determinantes para las caracteristicas organolépticas del producto

final.
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Las levaduras responsables de este tipo de envejecimiento crecen sobre la
superficie del vino formando una gruesa capa denominada velo de flor (Figura I-2). Las
levaduras del velo llevan a cabo una importante actividad metabdlica, de manera que
por un lado se consumen muchos componentes del vino y por otro se originan otros
nuevos que dan caracteres organolépticos diferenciadores y peculiares a estos vinos, de
manera que el vino va adquiriendo con el tiempo su estructura caracteristica. Por otro
lado el consumo de oxigeno del vino, motivado por el caracter oxidativo del
metabolismo de las levaduras, y el aislamiento que produce el velo de flor con respecto
al oxigeno atmosférico motiva que en el vino persista un cardcter marcadamente
reductor y evita la evolucion oxidativa del mismo, rasgo muy peculiar y determinante en
las caracteristicas finales del vino fino.

Independientemente de si se da crianza bioldgica o no, el envejecimiento de
todos estos vinos se lleva a cabo en dos fases, una estatica o de envejecimiento en

afiadas y otra dindmica o de sistema de soleras y criaderas (Figura 1-3).

3* eriad.

12* criadera
w17 criadera

we i Solera

Sistema de afladas : Sistema de soleras y criaderas
Figura I-3. Esquema del sistema de envejecimiento de los vinos con crianza biolégica

1.3.1. Sistema de afiadas

En la fase estética, el vino almacenado se identifica por la cosecha de la que
procede y se denomina sobretablas. Este vino permanece en botas de madera de roble
de 500 1 de capacidad, con una sexta parte de su capacidad sin llenar. Esto permite que
exista una gran superficie sobre la que se desarrolla la capa de levadura responsable de
la crianza biolégica. El vino permanece en esta fase durante un tiempo variable, que
dependera de la categoria y tipo de vino. Asi, para Finos y Manzanillas esta fase dura

entre uno y dos afios y para los Olorosos puede llegar a durar hasta diez afios.
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1.3.2. Sistema de soleras y criaderas

La fase dindmica esta compuesta por varias escalas, cada una formada por un
cierto numero de botas, todas conteniendo vino del mismo tipo y en el mismo grado de
crianza. La escala que contiene el vino mds envejecido se sitia sobre el suelo, y por ello
es denominada solera. Sobre ésta se sitian varias escalas, cada una conteniendo vino de
menor vejez, y a las que se denominan criaderas , enumerandose segiin su orden de
antigiiedad con respecto a la solera (12 criadera, 2° criadera, etc.).

A vpartir de la solera o escala de mayor vejez se extrac el vino destinado al
embotellado para el consumo. Este vaciado parcial se denomina saca y el vacio
producido se completa con vino extraido de la escala anterior (12 criadera), operacion
denominada rocio. El volumen extraido de la 1* criadera se repone con vino de la 2°
criadera y asi sucesivamente, hasta la criadera mas joven, que se completa con vino
procedente del sistema de afiadas. El vino que se saca de todas las botas de una misma
escala se mezcla antes de rociar las botas de la siguiente, consiguiendo asi una mayor
uniformidad. Este proceso de saque y rocio exige un elevado cuidado ya que no se debe
alterar la flor ni remover los sedimentos que existen en la bota.

Este sistema de envejecimiento hace de la solera una mezcla compleja que
permite mantener constante la calidad del producto, independientemente del afio de la

cosecha.

2. Las levaduras de los vinos de Jerez

Las levaduras han intervenido en la fabricacion de alimentos y bebidas desde
hace mas de 8000 afios (Robinson, 1994), aunque no se supo de su existencia, gracias a
las observaciones de Louis Pasteur, hasta el afio 1863. En la fabricacién de vinos y
cervezas las fermentaciones se realizaban de forma esponténea por levaduras presentes
en el mosto o en las instalaciones utilizadas para esos fines, hasta que en 1883 se utilizo
por vez primera un cultivo puro para la fermentacion de malta en la cervecera Calsberg,
con una levadura a la que se denominé Saccharomyces calsbergensis (Hansen, 1888).
Hacia 1890, Miiller-Thurgau, de Geisenheim, aplicé por primera vez este procedimiento
para la fabricacién de vino. Este tipo de procedimientos ha permitido desde entonces
una gran velocidad y constancia en las caracteristicas de las distintas fermentaciones.

Aunque en las fermentaciones espontaneas existe una sucesion de diversas

especies de levadura, las propiedades organolépticas que confieren al producto, el

15



Introduccion

rendimiento alcohdlico, la tolerancia a etanol, o la tasa de fermentacion, ha llevado a
seleccionar cepas de Saccharomyces como las levaduras mas adecuadas para llevar a

cabo las fermentaciones dirigidas (Pretorius, 2000).

2.1. Fermentacion

Son pocos los estudios encaminados al conocimiento y mejora de las levaduras
que participan en el proceso de vinificacion de los vinos de Jerez. La fase fermentativa
esta dirigida por una cepa seleccionada (pie de cuba) en base a una serie de
caracteristicas de interés comentadas anteriormente. La importancia cuantitativa de este
in6culo, junto con la alta capacidad fermentativa de la estirpe utilizada como pie de
cuba hacen que esta cepa sea altamente competitiva frente a otras levaduras minoritarias
presentes en el mosto, por lo que las caracteristicas del mosto fermentado dependeran
exclusivamente de la cepa que se use como pie de cuba y de ahi la importancia que
tiene la utilizacion de una determinada cepa y no otra en esta fase. Diferentes cepas
llevaran a cabo la fermentacién con mayor o menor rapidez, y ademas de metabolizar
los azlicares presentes en el mosto para su conversion en etanol y CO,, conferirdn
distintas caracteristicas organolépticas al mosto fermentado gracias a la tranformacion
metabolica de compuestos quimicos presentes en el mosto o a la sintesis de otros

nuevos (Suérez e Iiiigo, 1990).

2.2. Crianza biolégica

Las especies que intervienen en la crianza bioldgica de los vinos de Jerez, en las
fases estatica y dindmica, y que estan formando parte del velo, pertenecen al genero
Saccharomyces, y han sido descritas como perteneciente a cuatro razas distintas.
S.beticus (Marcilla et al., 1936), S. montuliensis (Ifiigo, 1964), S. cheresiensis (descrita
por Protoserdow y Afrikian en 1933), las tres pertenecientes a S. cerevisiae, segun
Barnett er al, 1990., y S. rouxii (descrita por Boutroux en 1883), clasificada como
Zygosaccharomyces rouxii, segin Barnett et al (1990). Las distintas propiedades
enolégicas que tienen estos tipos de levaduras, en cuanto a que diferentes razas
producen diferentes niveles de compuestos importantes para la apreciacién
organoléptica del vino, hacen que en la industria del vino se mantenga la nomenclatura
original para diferenciarlas. Ademas del importante efecto protector que ejercen las
levaduras al formar la barrera fisica que constituye el velo, éstas llevan a cabo multitud

de efectos sobre la composicion quimica del vino bajo crianza bioldgica. En general se
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produce un consumo acusado de etanol, utilizado en esta fase como la principal fuente
de carbono. El etanol se oxida hasta acetaldehido, reaccion catalizada por la alcohol
deshidrogenasa, en presencia de NAD", y posteriormente a acetil-CoA que pasa a
formar parte del ciclo de Krebs (Saavedra y Garrido, 1963; Cabezudo et al, 1967).

También se produce un consumo considerable y constante de glicerina,
posiblemente a través de una ruta anabdlica para la sintesis de fosfolipidos (Saavedra,
1959; Bravo, 1984; Martinez de la Ossa et al., 1987a, 1987b).

Un importante efecto se produce sobre el acido acético y uno de sus derivados,
el acetato de etilo. Es el componente principal de la acidez volatil del vino y es
metabolizado, bien via acetil-CoA hasta el ciclo de Krebs, bien via de sintesis de acidos
grasos (Cabezudo et al., 1967; Saavedra y Garrido, 1962, 1963). El acetato de etilo,
principal derivado del acido acético, también disminuye progresivamente durante la
crianza (Pérez, 1991; Martinez de la Ossa et al., 1987b) por lo que las levaduras de velo,
al desacetificar el vino y teniendo en cuenta que crecen a concentraciones de hasta 3g/1
de acido acético, previenen la picadura acética del vino con gran eficacia.

A la vez que se consumen unos compuestos se sintetizan otros que son
determinantes para la valoracion organoléptica del vino. Asi, las levaduras de velo son
responsables de la oxidacion de etanol a acetaldehido, que generalmente se produce en
concentraciones de 300-400 mg/l, y que representa el compuesto mas tipico y
diferenciador de los vinos de Jerez. Otros compuestos importantes para el aroma y que
se sintetizan en menor medida a partir de acetaldehido via piruvato son la acetoina y el
2,3-butanodiol (Fornachon, 1953, Saavedra, 1959). Ambos aumentan durante la crianza.
Por ultimo se produce un aumento considerable de los alcoholes superiores (n-propanol,
iso-butanol e iso-amilicos), ligados a las rutas anabdlicas de aminoacidos y piruvato, y
que pueden sufrir un aumento del 20% a lo largo del sistema dindmico de
envejecimiento (Martinez et al.,1995).

Etanol y acetaldehido son dos compuestos quimicos producidos en altas
concentraciones en los vinos de Jerez y a la vez son una fuente muy importante de estrés
quimico para las levaduras. Los principales puntos de actuacién del etanol incluyen a las
membranas celulares y proteinas citosdlicas hidrofilicas. Las respuestas adaptativas de
las levaduras a este tipo de estrés abarcan desde modificaciones quimicas de las
membranas (incremento en la proporcion de acidos grasos insaturados de cadena larga,
descenso de los saturados, como el palmitico o aumento del ratio fosfolipido:proteina

en las mismas), hasta el aumento de la sintesis de trehalosa (que neutraliza los dafios del
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etanol en las membranas) o estimulacion de la sintesis de enzimas destoxificantes
(como la superéxido dismutasa), de proteinas de estrés, o de la alcohol deshidrogenasa,
aumento del metabolismo del etanol, etc (Boulton et al, 1996). Todos estos datos hacen
que se pueda especular con la idea de que al menos 250 genes distintos estan implicados

en el control de la tolerancia a etanol en levaduras.

3. Mejora genética de levaduras de los vinos de Jerez

Los estudios encaminados a la mejora de los vinos de Jerez se han centrado
fundamentalmente en la seleccion y mejora de la variedad de uva empleada, asi como
en un control fisico-quimico de la fermentacion (temperatura, pH, etc.) y son pocos los
estudios encaminados al conocimiento y mejora de la levadura, que es en definitiva el
elemento encargado de la vinificacion, tanto en la fermentacion como en la crianza
biologica de estos vinos.

Por tanto, el conocimiento a niveles bioquimico y genético de las levaduras
industriales en general y de estas levaduras vinicas en particular es muy limitado. Entre
las levaduras vinicas encontramos con suma facilidad levaduras poliploides o
aneuploides, homotalicas y que no conjugan ni esporulan, o lo hacen pobremente y con
una viabilidad de esporas muy escasa. En ciertas ocasiones se da una esporulacion
denominada apomictica (Grewal y Miller, 1972) en la que las levaduras esporulan sin
realizar una de las dos divisiones meidticas, y que se puede dar en ausencia de
recombinacion, con lo que la estabilidad genética esta asegurada incluso ante las
condiciones mas desfavorables. Estas caracteristicas genéticas hacen, por tanto, que los
fenotipos de estas levaduras no cambien ficilmente. La causa podria radicar en que el
hombre ha estado seleccionando durante milenios alimentos y bebidas fermentados con
una serie de caracteristicas y ha procurado mantener constante la calidad cuando el
producto era de su agrado. Esto ha ejercido una fuerte seleccién a favor de organismos
cuyos fenotipos no cambian facilmente. Actualmente el hombre est4 tratando de mejorar
estas cepas industriales para obtener nuevos y mejores productos, encontrandose con
dificultades a la hora de modificar o analizar genéticamente las cepas que previamente
ha seleccionado en base a su estabilidad genética. Las caracteristicas antes mencionadas
son tan generales en levaduras vinicas que cabe pensar que sean ventajosas en su medio
(Barre et al., 1993), pero reducen las posibilidades de mejora utilizando técnicas

clasicas de cruzamiento y seleccién y técnicas moleculares.
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Las cepas utilizadas en la industria enoldgica deben poseer una serie de
requisitos encaminados a obtener un producto final que posea unas caracteristicas
organolépticas deseadas por el productor y por el consumidor y ademas deben poseer
caracteristicas que las hagan competitivas en los procesos en los que tienen que

intervenir.

3.1. Mejora del pie de cuba

La naturaleza de los compuestos quimicos que determinan la apreciacion
organoléptica de un vino es muy variada. Muchos de estos compuestos estan formando
parte de la composicion quimica de la uva, como productos de metabolismo secundario
de Vitis vinifera, pero son necesarias ciertas actividades enzimaticas que degradan las
paredes celulares del fruto para liberar estos compuestos al vino. La adicion de enzimas
fungicas a los mostos para resolver problemas de filtracion e incrementar el aroma de
los vinos resultantes de la fermentacion (pectinasas, celulasas) ha sido una practica
frecuente en la elaboracion de vinos, pero son préacticas incontroladas, en el sentido de
que las preparaciones son mezclas heterogéneas y poco reproducibles de diversas
actividades y ademds encarecen mucho la elaboracion. Una alternativa relativamente
reciente ha consistido en la transformacién de las levaduras fermentativas con los genes
que codifican estos enzimas (Gonzalez-Candelas et al., 1995; van Rensburg et al., 1996;
Villanueva et al., 2000). En algin caso, los vinos elaborados con las levaduras
transformadas presentaron un caracter aromatico mas acentuado (Gonzalez-Candelas et
al., 1995). Otros compuestos se encuentran en formas no volatiles, por lo que es
necesaria su modificacién quimica para liberar las formas volatiles que contribuyan al
aroma del vino. De forma andloga a la utilizacion de hidrolasas, se han transformado
levaduras vinicas con B-glucosidasas heterologas (Pérez-Gonzalez et al., 1993; Van
Rensburg et al., 1996; Van Rensburg et al., 1997; Van Rensburg et al., 1998) y los vinos
producidos con estas levaduras presentaron mayores niveles de aromas afrutados
(Pérez-Gonziélez et al., 1993). Por otro lado es necesaria la eliminacidn, o la reduccion
de la concentracion, de otros compuestos no deseables, como por ejemplo la
disminucion de acidez en ciertos vinos por descarboxilacion del 4cido malico a acido
lactico. Tradicionalmente, la desacidificacién de los vinos ha sido llevada a cabo por la
bacterias dcidolacticas, pero el empleo de cultivos puros de levadura en fermentacion de
mostos ha impulsado una via alternativa, consistente en el empleo de levaduras

recombinantes, que coexpresan los genes de la permeasa del 4acido malico de
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Schizosaccharomyces pombe y del enzima malolactico de Lactococcus lactis o de S.
pombe, consiguiendose una conversion efectiva de acido malico en 4cido lactico
(Volschenk et al., 1997).

Las levaduras, ademads, contribuyen de forma muy importante a las
caracteristicas organolépticas del vino gracias a la formacion de diversos productos del
metabolismo que llevan a cabo durante estos procesos. En este sentido se ha descrito
que un incremento en la concentracion de glicerol, por conversion de etanol, incrementa
la sensacion de dulzor en el vino y un incremento de la concentracion de alcoholes
superiores y sus respectivos ésteres, contribuye de manera importante a los rasgos
frutales del aroma en los vinos (Pretorius, 2000). Por todo ello, la manipulacion del
metabolismo de las levaduras para incrementar la concentracion de estos y otros
compuestos deseables podria ser una alternativa de mejora de las caracteristica

organolepticas de los vinos.

3.2, Mejora de la flor

Por otro lado, en el caso de los vinos con crianza bioldgica, la flor es esencial
para el proceso de envejecimiento, tanto en aspectos metabdlicos como en aspectos
fisicos de barrera frente al oxigeno, por lo que la pérdida de flor que se produce en
bodega, observada muy frecuentemente en el periodo estival, en el que se produce un
aumento considerable de la temperatura (las bodegas sufren variaciones de temperatura
que oscilan en el vino a lo largo del afio entre 11°C de minima y 25°C de maxima),
aparece como unos de los mayores problemas durante la crianza. Cuando la temperatura
se encuentra en valores medios (otofio y primavera), la flor se presenta en su mejor
estado, manteniéndose con una apariencia rugosa y un color blanco-amarillento. Con
valores minimos de temperatura, la flor se mantiene también en buen estado pero se
produce una ralentizacién del metabolismo y de la tasa de crecimiento; los valores
maximos del verano son los que provocan que en algunas botas la flor se deteriore
llegando a desaparecer totalmente de la superficie del vino, fenémeno que afecta muy
negativamente a la crianza.

Una vez perdida la flor, ésta puede recuperarse por si sola cuando desciende de
nuevo la temperatura. En otros casos es necesaria la inoculacion de flor de otra bota, o
de flor preparada en tanques especiales para este propésito. En verano, la revision y
reinoculacién de botas que han perdido la flor es un arduo y costoso trabajo. Aunque

los primeros trabajos indicaban que la formacién de velo de flor estaba bajo el control
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de un solo gen que segregaba de acuerdo con las leyes mendelianas en ascas de
levaduras de velo (Santa Maria y Vidal, 1973), actualmente parece improbable que un
solo gen dominante controle este fendmeno, de manera que varias proteinas
hidrofobicas de pared celular podrian estar involucradas (Martinez et al., 1995). Ademas
hemos de recordar la importancia de la presencia de mitocondrias funcionales para que
se forme el velo. Dependiendo de la consistencia de una u otra hipétesis la formacion de
velo podria ser mejorada en ultimo término modificando la expresion del gen
responsable del fendmeno o mediante hibridacion de cepas y seleccion de variantes con
alta capacidad para formar velo (si el caracter fuese poligénico).

Existen numerosos trabajos que describen, en condiciones de laboratorio, el
efecto de la temperatura sobre las levaduras, efecto que se potencia en presencia de
etanol (van Uden, 1984). El contenido alcohdlico del vino durante la crianza se
mantiene en valores muy altos, entre 14.6-15.5%, proximos al limite de tolerancia de la
propia levadura, y muy por encima del de otras levaduras y bacterias indeseables. Asi,
en estas condiciones de bodega proximas al limite, una subida de temperatura en verano
puede hacer que éste limite se sobrepase, causando la pérdida de la flor. Las altas
concentraciones de acetaldehido que encontramos en los vinos con crianza puede ser un
factor afiadido que contribuye a la pérdida de la flor.

La pérdida total o parcial del genomio mitocondrial (mutantes petite o rho’) se
produce de forma espontanea en levaduras con una frecuencia en torno al 1% (varia de
unas cepas a otras) (Piskur, 1994). En laboratorio, se ha demostrado que el etanol y la
temperatura son mutagénicos para este ADNmit, incrementando en mds de diez veces la
frecuencia de mutantes rho’, sin afectar al genomio nuclear (Bandas y Zakharov, 1980;
Brown et al., 1984; Jiménez y Benitez, 1988). Tanto los espontineos como los
inducidos por etanol y temperatura son mutantes irreversibles, ya que la mutacion suele
consistir en una delecién del ADNmit (Zamaroczy, 1983). Sorprendentemente estos
mutantes se vuelven mas sensibles al etanol (Aguilera y Benitez, 1985) y ademas
pierden la capacidad para formar velo (Jiménez y Benitez, 1988). Ademads, difieren en el
metabolismo de los lipidos y la sintesis de alcoholes superiores o de otros compuestos
importantes para el aroma del vino (Walker, 1998). Bajo estas premisas cabe pensar que
la aparicion de mutantes "petite" es particularmente desfavorable durante la elaboracion
del vino de Jerez, ya que la caida de la flor en verano podria ser consecuencia de una
alta produccion de mutantes rho™ inducidos por el aumento de la temperatura en medio

alcoholico, lo que generaria una alta proporcién de la poblacién con mayor sensibilidad
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al etanol del vino e incapaces de formar flor, con el consiguiente deterioro de €sta.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, un proceso de mejora genética debe
empezar por la seleccion de cepas apropiadas para el proceso fermentativo, entre las
aisladas de las fermentaciones espontaneas o de los sistemas de envejecimiento, y se
debe contemplar la posibilidad de mejora basada en cruzamientos de cepas
seleccionadas o la modificacion puntual de genes mediante transformacion,
dependiendo de la naturaleza de la propiedad a mejorar. El empleo de la levadura
Saccharomyces cerevisiae como modelo experimental eucariota para el conocimiento
basico de los procesos bioquimicos, genéticos y metabolicos de las células vivas ha
propiciado el desarrollo de multitud de técnicas de genética clasica y molecular, que
pueden ser también aplicadas para la mejora de las levaduras industriales (Botsein et al.,
1988; Oda y Ouchi., 1989). Esta mejora mediante manipulacion genética se puede llevar
a cabo bien modificando zonas concretas de su ADN o modificando todo su genomio.

En las levaduras vinicas existe una imposibilidad practica de realizar
mutagénesis (seria facil perjudicar sus caracteristicas industriales). La existencia de
poliploidias y aneuploidias, y la falta de esporulacion y conjugacién, hacen que la
mejora genética sea compleja. Para evitar estos problemas, se estdn aplicando
actualmente en leVaduras industriales técnicas de clonacién de genes y transformacion
(Pretorius y van der Westhuien, 1991). Para la manipulacién de genomios completos de
la levadura, o de gran parte de éstos, el sistema mds eficaz es el cruzamiento,
seleccionando hibridos , o esporas de éstos, que posean las caracteristicas deseadas. La
esterilidad, asi como la escasa capacidad de esporular mostrada por las levaduras
industriales hace necesario aplicar técnicas de hibridacién alternativas como €l “rare-
mating” o apareamiento forzado (Tubb y Hamond, 1987), consistente en seleccionar
cigotos que se originan muy esporadicamente en cepas que en principio no son capaces
de conjugar, o mediante fusion de protoplastos (van Solingen y van der Platt, 1977),
consistente en fundir células de dos levaduras a las que previamente se les ha eliminado
su pared. Estos dos sistemas permiten también, mediante el empleo de mutantes kar’,
incapaces de fusionar sus nicleos (Conde y Fink, 1976), el trasvase de material genético
citoplasmatico sin alteracion del genomio nuclear, y asi introducir el sistema Killer en
una cepa que no lo posea (Seki et al. , 1985; Yokomori et al., 1989) o el intercambio de
ADN mitocondrial entre dos o mas cepas (Jiménez y Benitez, 1988).

En este trabajo nos proponemos una mejora del proceso de elaboracion de los

vinos con crianza biologica de Jerez, mediante la modificacion de propiedades de
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interés enoldgico en las cepas que intervienen en el proceso. Para ello nos ayudaremos
de las técnicas y procedimientos bioquimicos y genéticos disponibles para el andlisis y

modificacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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1. Microorganismos utilizados

Los microorganismos que han sido utilizados en este trabajo se encuentran descritos

en la Tabla M-1.

Tabla M-1. Microorganismos utilizados en esta tesis

Cepa Especie Genotipo Origen

IF1256 S. cerevisiae TFI

IFI256-1978 S. cerevisiae TB®?

IF1256-1977 S. cerevisiae B

PDC S. cerevisiae DQY

YNN295 S. cerevisiae MATa ura3 lys2 adel ade?2 his trpl Al BRW

S288C S. cerevisiae MATo SUCI mal mel gal2 CUPI YGSC®

DS81 S. cerevisiae MATa/MATo SUC1/SUCI mal/mal mel/mel TB
gal2/gal2 CUP1/CUPI

K5-5¢ S. cerevisiae MATa his4A-15 ade2-1 canl karl-1 Cyh® B

MMY1 S. cerevisiae MATa ura3-52 Cyh" RB®

MMY?2 S. cerevisiae MATa ura3-52 Cyh’ RB

B7588 S. cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 his3-Al TGV?
met2 cyhR

B7170 ()  S. cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 his3-A1 TGV
met2 cyhR

B7171 (1I)  S. cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 his3-A1 TGV
met2 cyhR

B7589 (IV)  S. cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trp1-289 his3-Al TGV
met2 cyhR

B7590 (V) S cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 his3-Al TGV
met2 cyhR

B7591 (VI) S cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 his3-A1 TGV
met2

B7173 (VII) S. cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trp1-289 his3-A1 TGV
met2 cyhR

B7174 (VIII) S. cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 his3-Al TGV
met2 cyhR

B7175 (IX)  S. cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 his3-A1 TGV
met2 cyhR

B7593 (X) 8. cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl1-289 his3-Al1 TGV
met2

B7178 (XI)  S. cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trp1-289 his3-Al TGV
met2 cyhR

B7595 (XII) S. cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 his3-A1 TGV
met2 cyhR

B7255 (XIIT) S. cerevisiae MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 his3-Al TGV
met2 cyhR
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B7596 (X1V) S. cerevisiae
B7180 (XV) 8. cerevisiae
B7598 (XVI) S. cerevisiae

REE2315 S. cerevisiae
REE2379 S. cerevisiae
REE2972 S. cerevisiae

REE2986 S. cerevisiae

AWI-1b S. cerevisiae
Bl16 S. cerevisiae
IM1-8b S. cerevisiae

GT153-6a S. cerevisiae

F4 S. cerevisiae
F15 S. cerevisiae
DH5a E.coli

Materiales y Métodos

MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 his3-A1 TGV
met2 cyhR

MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 his3-AI TGV
met2 cyhR

MATa cir® ura3-52 leu2-3,112 trpl-289 met2 TGV
cyhR

MATo ade2 cyh2 his3-11,15 leul-c metl3-c REE®
trpl-1 tyrl-2 ura3-1

MATo ade2 cyh2 his3-11,15 leul-c metl3-c REE
spol2::HIS3B trpl-1 tyrl-2 ura3-1

MAT o ade?2 cyh2 his3-11,15 leul-c metl3-c REE
spol3::hisG::spol3 trpl-1 tyrl-2 ura3-1

MATa ade2 cyh2 his3-11,15 leul-c metl3-c REE

spol2::HIS3B spol3::hisG trpl-1 tyrl-2 ura3-1

MATo ade? leu2 ura3 his3 trpl canl-1 TB
DQ
MATa leu2-3,112 his4 sta0 stal0 FLOI TGV

MAT o adel gal7 leu2 ura3 his2 leul arg4 his6  YGSC
ilv3 meti4 asp5 lys7 lys9 met2 aro3

MATa thrd B
MATa thrl arg4 TB
F80dlac ZDM15, rec Al, end A1, gyr A96, thi-  PG®
1, hsd R17 (tk-, mk+), sup E44, rel A1, deo R, D

(lac ZY A-argF) U169.
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2. Mantenimiento del material biolégico

2.1. Bacteriéfagos

A corto plazo, los fagos se mantuvieron a 4°C en tampén SM con 0.1% (v/v) de

cloroformo. Para el mantenimiento a largo plazo, se guardaron a -80°C utilizaindose tampén
SM con un 7 % de dimetilsulféxido (DMSO).
Tampoén SM: Gelatina 0.01 % (p/v); MgSO4 10 mM; NaCl 100 mM; Tris-HCL 50 mM pH 7.5.
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2.2. Bacterias
Para el mantenimiento a corto plazo (2-3 semanas), las cepas se conservaron a 4°C en
cajas de Petri selladas con Parafilm™, Para el mantenimiento a largo plazo se prepararon

suspensiones al 20 % de glicerol (v/v), y se almacenaron a -80°C.

2.3. Levaduras

Para el mantenimiento a corto plazo (2-3 semanas), las cepas se conservaron a 4°C en
placas de Petri selladas con Parafilm™., Para el mantenimiento a largo plazo se prepararon

suspensiones al 15 % de glicerol (v/v), y se almacenaron a -80°C.

3. Medios y condiciones de cultivo

3.1. Medios de cultivo para bacterias

Medio Luria Bertani (LB): 5 g/l de extracto de levadura; 10 g/l de bacto-triptona; 10 g/l de
NaCl.

Medio LB+ampicilina: Para la seleccion de bacterias portadoras de plasmidos con
resistencia a ampicilina se afiadié al medio ampicilina sodica, a una concentracion final de

100 mg/1.

3.2. Medios de cultivo para levaduras

3.2.1. Medios de laboratorio
Medio rico YPD: 10 g/l de extracto de levadura; 20 g/l de bacto-peptona; 20 g/l de glucosa.
Medio rico YPAD: Medio rico YPD suplementado con 20 mg/l de adenina. Se utilizé cuando

se trabajo con estirpes auxo6trofas para adenina.

Medio YPG: 10 g/l de extracto de levadura; 20 g/l de bacto-peptona; 3% (v/v) glicerol.
Medio rico con fuente de carbono no fermentable que no permite el crecimiento de mutantes

deficientes en respiracion.

Medio YPDG: 10 g/l de extracto de levadura; 20 g/l de bacto-peptona; 3% (v/v) glicerol;
0.1% glucosa. Medio rico que permite diferenciar colonias "petite" (deficientes en

respiracion) de las que no lo son.

Medio YPDE: Medio rico YPD suplementado con etanol. La concentracién de etanol en el

medio se indica en el nombre del mismo. A modo de ejemplo, YPDES es YPD suplementado
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con etanol al 8% (v/v).

Medio YPDAc: Medio rico YPD suplementado con acetaldehido. La concentracion de
acetaldehido en el medio se indica en el nombre del mismo. A modo de ejemplo, YPDAc0,1

es YPD suplementado con etanol al 0,1% (p/v).

Medio minimo SD: 1.7 g/l de base nitrogenada (YNB) sin aminoacidos ni sulfato amonico; 5
g/l de sulfato amonico; 20 g/l de glucosa. Alternativamente a la glucosa se usaron otras
fuentes de carbono, como maltosa 2% (medio SM), fructosa 2% (medio SF), rafinosa 2%
(medio SR), melibiosa 2% (medio SMe), lactosa 2% (SL), sacarosa (SS), galactosa 2% (SGa)
y glicerol 3% (SG).

Medio completo SC: Medio SD suplementado con 20 mg/l de adenina, 20 mg/l de uracilo,
20 mg/l de L-triptéfano, 20 mg/l de L-histidina-HCIl, 20 mg/l de L-arginina-HCI, 20 mg/1 de
L-metionina, 30 mg/l de L-tirosina, 30 mg/l de L-leucina, 30 mg/l de L-isoleucina, 30 mg/l de
L-lisina-HCI, 50 mg/1 de L-fenilalanina, 100 mg/1 de acido L-glutamico, 100 mg/l de &cido L-
aspartico, 150 mg/l de L-valina, 200 mg/l de L-treonina y 400 mg/l de L-serina (Sherman et
al., 1986). Se especifican aquellos casos en los que uno o mas de estos requerimientos se ha

omitido del medio. Asi, SC-ura indica medio completo sin uracilo.

Medio FOA: Este medio se usa para seleccionar positivamente clones ura3. Se autoclava, por
un lado, un matraz con 250 ml de HO y 10 g de agar (matraz A), y por otro un matraz de 1 1
conteniendo 0.85 g de base nitrogenada (YNB) sin aminoacidos ni sulfato amonico, 10 g de
glucosa, 0.5 g de prolina, 5 mg de uracilo, 250 ml de H,O y un agitador magnético (matraz
B). Cuando la temperatura del medio baje a 60°C, se afiaden al matraz B 250 mg de acido 5-
fluororético y se agita hasta disolverlos completamente. Se afiade entonces el contenido del
matraz A, se mezcla y se reparte en cajas de Petri. Este medio se complementa con los
requerimientos necesarios si se va a sembrar una cepa auxétrofa, segun las concentraciones

expresadas para el medio SC.

Medio de preesporulacion PSP: 8'g/l de extracto de levadura; 3 g/l de bacto-peptona; 100
g/l de glucosa, suplementado con 20 mg/l de adenina cuando se trabajé con estirpes

auxotrofas de adenina.

Medio de esporulacién SPO: 10 g/l de acetato potasico; 1 g/l de extracto de levadura; 0.5 g/l
de glucosa. Cuando se trabajé con cepas auxdtrofas, este medio se suplementd con los
requerimientos necesarios descritos para el medio SC, pero a la mitad de concentracién. En

algunos experimentos se emplearon medios de esporulacién diferentes (las modificaciones se
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indicaran en cada caso).

Nota: En todos los casos, para conseguir medio sdlido, se afiadieron 20 g/l de agar.

3.2.2. Medios Industriales

Mosto: Medio industrial procedente del prensado de uva de la variedad Palomino Fino. Las
caracteristicas del mosto se especificaran en cada experimento.

Vino: El vino joven, con menos de un afio de crianza, se denominé sobretablas. El vino con
una crianza minima de 4 afios, procedente de la solera de los solerajes industriales de crianza
bioldgica, se denominé solera. Ambos tipos de vino tienen un grado alcohdlico aproximado a

15% y otras caracteristicas que se especificaran en cada experimento.

3.3. Condiciones de cultivo

Las estirpes de levaduras se incubaron a 30°C y las estirpes de bacterias a 37°C,
excepto en aquellos casos en los que se indique expresamente. Los medios liquidos se
incubaron con agitacion constante horizontal a 300 rpm, excepto en los experimentos de
formacion de velo de flor y en los de fermentacion de mosto de uva, en los que se incub6 sin

agitacion.

4. Fermentacion de mosto de uva

Las pruebas de fermentacion y de andlisis de los mostos fermentados se realizaron en
colaboracién con miembros del departamento de Ingenieria Quimica de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Cadiz. La fermentacién se llevé a cabo en fermentadores de 1 1
de capacidad y por duplicado, empleando en cada caso 800 ml de mosto desfangado,
corregido con 4cido tartdrico hasta pH 3,2 y acondicionado en SO, hasta 60 mg/1.

Las cepas con las que se llevaron a cabo las pruebas de fermentacién se
acondicionaron previamente, cultivdndolas en este mismo mosto hasta fase estacionaria de
crecimiento. Posteriormente se procedié a inocular los fermentadores con estos cultivos,
siendo el inéculo un 4% (v/v) con respecto al volumen de mosto a fermentar.

A lo largo del proceso se tomaron muestras periddicas en las que se determind
densidad del medio y viabilidad celular. Una vez concluida la fermentacién, se realizé una
prueba analitica completa de los distintos vinos con el fin de comparar los resultados

obtenidos y estos con el mosto de partida.
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5. Determinaciones analiticas sobre mosto o vino.
5.1. Densidad
Se filtr6 una muestra de 5 ml de mosto a través de una membrana de 0.45 um y se

midié la densidad con un densimetro modelo DMA48.

5.2. pH
Se determiné mediante medida directa sobre la muestra, con micropHmetro 2001,
Crison, provisto de electrodo selectivo (Cat, 52-02, Crison) y compensador automatico de

temperatura.

5.3. Cationes
Se determinaron por absorciéon atomica mediante un equipo PYE UNICAM SP9
Atomic absorption Spectophotometer (Philips). Los patrones de calibracion se prepararon a

partir de disoluciones de concentracion 1000 ppm.

S.4. Viabilidad celular

La determinacion de biomasa total y viable se llevo a cabo de forma directa por
recuento de células en camara Biirker. Las células fueron previamente sometidas a tincién
con azul de metileno, seglin se especifica en el apartado “Viabilidad celular en cultivos de

levadura” de estos Materiales y Métodos.

5.5. Sélidos totales en suspension (STS)

Se pasaron 50 ml de muestra a través de un filtro P40 previamente pesado, y se

mantuvo durante 24 h, a 110°C.

5.6. Turbidez

Se determinG mediante un método nefelométrico consistente en la medida de la
turbidez de la muestra en UNT (unidades nefelométricas de turbidez) a una longitud de onda
de 400 nm. Previamente se prepar6 una recta de calibrado a partir de una suspension de
Formacina.

Suspensién de formacina: Se mezclan 5 ml de las soluciones A (sulfato de hidracina 1% (p/v)) y B
(hexametilotetramina 10% (p/v)) en un matraz aforado de 100 ml. Se deja reposar la mezcla durante 24 h
a temperatura ambiente y al cabo de ese tiempo se habra formado un precipitado blanco. Se completan

los 100 ml con agua destilada, obteniéndose una suspensién que se conoce como Formacina y a la que se
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asignan 400 UNT. A partir de esta disolucion se preparan los patrones de distinta concentracion para

obtener la recta de calibrado, empleando como blanco agua destilada.

5.7. Absorbancia
Se determiné mediante espectrofotometria a distintas longitudes de onda. Se utilizé

un espectrofotometro Multipurpose Recording Spectrophotometer MPS-2000 (Shimadzu).

5.8. Grado Baumé¢

La determinacion del °Bé re realizé a partir del mosto, una vez centrifugado a 5000
rpm durante 5 min. La medida se realiz6 afiadiendo 500 ml de mosto en una probeta
termostatizada a 20°C. Cuando la muestra alcanzé los 20°C, se introdujo un areémetro de

escala adecuada a la muestra, realizando la medida por encima del menisco.

5.9. Acidez total

Se determindé mediante volumetria, tomando 25 ml de muestra centrifugada, que se
valoraron con NaOH 0.1 N hasta viraje (utilizando fenolftaleina como indicador) o hasta
pH=7 (utilizando el pHmetro). Si el volumen de NaOH utilizado no fue mayor de 10 ml de
increment6 el volumen de muestra a 50 ml. El resultado se expresa en g de 4cido tartarico/l
de muestra, segun la formula:

Acidez total (g TH,/ 1)= (VNaou gastado X Nreal (NaOH) ) x75 IV muestra

5.10. Acidez volatil

Se realiz6 mediante volumetria con destilacion previa por arrastre de vapor (método
Cazenave-Ferrer).

Se introdujeron 10 ml de muestra en el borboteador de arrastre de vapor con un cristal
de 4cido tartarico y unos 200 ml de agua destilada en el calderin. Se coloc6 un matraz
enlenmeyer a la salida del refrigerante, abriendo el agua refrigerante y encendiendo la manta
calefactora para iniciar la destilacion. Al empezar a hervir el agua se cerrd el escape del
calderin (comienza la destilacion). Se detuvo el proceso una vez que se hubieron recogido
unos 100 ml en el matraz situado a la salida del refrigerante. Se afiadi6 entonces al destilado
unas gotas de fenolftaleina y fue valorado con NaOH 0.1 N hasta el viraje a color rosa (el
volumen de NaOH empleado es V(). Una vez realizada la primera valoracion, se afiadié 1 ml

de HCl al 50% y 1 ml de engrudo de almidon al 1%. Se valoré de nuevo, esta vez con yodo

31



Materiales y Métodos

0.02 N hasta viraje azulado (el volumen de yodo utilizado en la nueva valoracion se
denomina V). Se afiadi6 NaHCO; hasta decoloracién y se volvié a valorar con yodo 0.02 N
hasta viraje azulado (el volumen empleado es V>).

El calculo de la acidez volatil viene dado por la siguiente expresion (g 4cido acético/l
de muestra):

Acidez volatil (g AcH/I) = Vo-((V1/10)+(V2/20))_0.6

5.11. Glicerina
Se determiné mediante una prueba enzimatica sobre la muestra, previamente
centrifugada y filtrada a través de un tamafio de poro de 0.45 pum, siguiendo las instrucciones

de uso del fabricante (Boehringer Manheim).

5.12. Azucares reductores

Se realiz6 la determinacién por cromatografia liquida utilizando como detector un
refractometro diferencial Waters 410 y una columna ION-300 (30 cm de largo x 0.7 cm de
didmetro interno). El disolvente utilizado fue H,SO, 0,005 M, la temperatura fue de 50°C y el

flujo utilizado 0.3 ml/min.

5.13. Acidos organicos (citrico, tartirico, succinico)
Se determinaron por cromatografia liquida en las mismas condiciones que los
azucares reductores, pero utilizando en este caso un detector PDA Waters 996 (Photodiode

Array Detector).

5.14. Alcoholes superiores y ésteres

Se determinaron por cromatografia gaseosa, con un equipo Hewlett Packard, modelo
5890 Serie II y detector de ionizacion de llama (FID). Se utilizé una columna CP-WAX
57CB de Chrompack (Middelburg, Holanda). La temperatura inicial fue de 35°C y la final de
100°C, con una rampa de 5°C/min. Los tiempos inicial y final fueron de 5 min. Se utiliz6

como patrén interno 4-metil-2-pentanol, H, y N a presion de 4 bares y aire a 2 bares.

5.15. Etanol

En mostos fermentados el contenido en etanol se determiné de acuerdo con la

Sociedad Americana de Enélogos, 1972. En vinos se cuantificé usando un analizador Infra
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Anayzer (Technicon, Nueva York) o por cromatografia de gases, usando un cromatdgrafo
Perkin-Elmer Sigma 3B y una columna para la separacion de alcoholes (Technokroma) con
Carbowax 1500 como fase fija. Cien pl de muestra se diluyen en 9,97 ml ml de isobutanol y
30 pl de 3-metil butanol como patrén interno. El detector utilizado fue un doble FID, la
temperatura del detector y del inyector de 250°C, la del horno 90°C, el gas transportador

nitrégeno y el flujo 30 ml/min.

5.16 Acetaldehido, acetato de etilo, n-propanol, i-butanol y alcoholes isoamilicos
Se determinaron por cromatografia de gases como en el anterior apartado, usando 4-

metil pentanol como control interno

6. Vectores utilizados

p(SPO13)8: Se ha sustituido el fragmento BamH1/Sall del vector Ycp50 por un fragmento
cromosémico BamHI/Xhol de 1.4 kb que contiene el gen SPO13. Vector centromérico, que
confiere resistencia a ampicilina en bacterias y permite el crecimiento de mutantes ura3 de
levaduras en medios sin uracilo.

pSL1: Vector pRS316 con un inserto de 1.4 kb en la diana Smal. El inserto es un fragmento
cromosémico HindII/Pvull que contiene el gen SPO12. Vector centromérico, que confiere
resistencia a ampicilina en bacterias y permite el crecimiento de mutantes ura3 de levaduras

en medios sin uracilo.

7. Manipulacion enzimatica del ADN

7.1. Digestion del ADN con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion utilizadas en este trabajo fueron suministradas por las casas
comerciales Boehringer Mannheim, Pharmacia, New England Biolabs y Promega Biotech.
Las reacciones se realizaron siguiendo las condiciones recomendadas por los fabricantes. Las
digestiones normalmente se llevaron a cabo usando 0.5 U de enzima durante 1 h 30 min en un

volumen de 20 pl.

7.2. Generacién de extremos romos
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7.2.1. Relleno de extremos 5' prominentes

La ADN polimerasa I de E. coli es capaz de rellenar extremos 5' prominentes gracias a
su actividad ADN-polimerasa 5'—3". Tras la digestién del ADN con la enzima de restriccion
adecuada y la inactivacién de ésta, se afiadieron 1 ul de dNTPs 0.5 mM y 1 pl de Klenow (2
U), y se incub6 a 30°C durante 15 min. La enzima se inactivé por calentamiento a 75°C
durante 10 min o bien con EDTA 001 M pH 80 y un volumen de

fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1).

Tampoén de Klenow: Tris-HCI 0.4 M pH 7.5; MgClz 0.2 M; NaCl 0.5 M.

7.2.2. Degradacion de extremos 3' prominentes

Los extremos 3' prominentes se hicieron romos con la polimerasa de ADN del
bacteriéfago T4. La reaccion se llevo a cabo mezclando en un volumen final de 20-50 pl los 4
dNTPs a una concentracion final de 100 mM, 1-2 U de la polimerasa de ADN de T4 y 0.2-2
ng de ADN. La solucion se incubd durante 15 min a 12°C. La inactivacion del enzima se

realizdé como en el caso anterior.,

7.2.3. Desfosforilacion de plasmidos.

Se utiliz6 para eliminar los grupos fosfato de los extremos 5' de vectores que se usaron
para clonar, con el fin de evitar su religacion. Tras haber linearizado el plasmido con las
enzimas de restriccion apropiadas, se incubaron 5-10 pg de plasmido con fosfatasa alcalina de
intestino de vaca (CIP) (Boehringer Manheim). Se afiadié 1 unidad de fosfatasa alcalina por
cada 100 pmoles de vector y la reacciéon se incub6é 1 h a 37°C. La enzima se inactivo
calentando a 65°C durante 10 min o afiadiendo EDTA 0.01 M pH 8.0. Seguidamente se

realizo electroforesis en gel de agarosa y se aislo el plasmido mediante Geneclean® .

Tampén de fosfatasa 10x: Tris-HCI1 0.5 M pH 8.0; EDTA 1 mM pH 8.0.

7.2.4. Ligacién de ADN.

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo con la ligasa de ADN del bacteriofago
T4 (Boehringer Manheim). Se mezclaron unos 200 ng de vector con una cantidad de inserto
unas 5 veces superior. Se afiadié 1 pl de tampén de ligasa 10X, 1 U de ligasa T4 y se
completé con HO hasta un volumen final de 10 6 20 pl. La ligacién de extremos cohesivos
se realizo incubando durante 2 h a 25°C. Para la ligacién de extremos romos se incubd

durante 12-16 h a 12°C. En algunos casos se afiadié a la mezcla de reaccion PEG a una
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concentracion final del 5 % para facilitar la ligacion.
Tampén de ligasa 10X: Tris-HC1 0.5 M pH 7.8; MgCl» 0.2 M; DTT 0.2 M; ATP 10 mM; BSA 500ug/ml.

8. Electroforesis de ADN en gel de agarosa
8.1. Plismidos y fragmentos de menos de 30 kb

Los fragmentos de ADN se separaron en funcién de su tamafio por electroforesis en
geles de agarosa en tampon TAE (entre 0.6 y 1.5 %, dependiendo del tamafio de los
fragmentos a separar). Para preparar geles pretefiidos se afiadian 0.5 ug/ml de bromuro de
etidio (EtBr) antes de que solidificara el gel. El ADN se sometié a un campo eléctrico
constante de 5 V/em. El ADN se cargé en los pocillos del gel resuspendido en tampon de
carga.

Para tefiir el gel una vez terminada la electroforesis (si no es pretefiido), éste se
sumergia en una solucién de EtBr a 0.5 pg/ml durante al menos 5 min y se lavaba durante al
menos 15 min en H,O, hasta distinguirse claramente las bandas a la luz U.V.

Como patrones de peso molecular, se empleé ADN del bacteriéfago lambda digerido
con Hindlll y/o EcoRI. También se utilizaron marcadores comerciales como la escalera de 1
kb (BRL).

TAE 50 X: Tris-acetato 2 M; EDTA 0.05 M pH 8.0.
Tampén de carga 6 X: 0.25 % de azul de bromofenol; 30 % glicerol.

8.2. Cromosomas
8.2.1. Descripcion del equipo de electroforesis

El equipo utilizado fue un aparato CHEF-DR®1I (Bio-Rad Laboratories, EEUU). Esta
formado por una cubeta de electroforesis con 24 electrodos dispuestos en una figura
hexagonal exterior al gel. Los cromosomas de S. cerevisiae se separan por alternancia de un
campo eléctrico entre los grupos de electrodos que ofrecen un dngulo de 120°. El equipo
consta, ademds, de un modulo de programaciéon de los pulsos eléctricos, un modulo
programador de voltaje, un médulo que distribuye los pulsos a los distintos electrodos y un

mddulo que mantiene constante la temperatura del tampén.

8.2.2. Preparacion de muestras
Se inocularon las estirpes en medio rico YPD y se incubaron a 30° C con agitacion
hasta fase estacionaria temprana. Se recogieron las células centrifugando durante 5 min a

4000 rpm entre 7'y 10 ml de cada uno de los cultivos anteriores. Se lavé el precipitado con 10
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ml de EDTA 50 mM pH 8.0. Se centrifugd y se afiadi6 al precipitado 1 ml de solucion CPES
con Zimoliasa (0.2 mg/ml) y 1 ml de soluciéon CPE con agarosa de bajo punto de fusién al
1%. Se rellenaron los moldes de metacrilato con esta mezcla y se guard6 a 4° C hasta que
solidificaron (10 min). Los tacos de agarosa formados en los moldes se pusieron en tubos de
plastico de 10 ml y se afiadieron 6 ml de solucién CPE. Se incub6 durante 4 h a 30° C. A
continuacion se eliminé la solucion anterior y se afiadieron 5 ml de solucion TESP a 50° C
que llevaba 5 mg de proteinasa K. Se dejo al menos 15 h a 50° C y posteriormente se
realizaron 3 lavados con 10 ml de TE a 50° C, intercalando 30 min entre cada dos lavados,
seguidos de otros tres con 10 ml de TE a temperatura ambiente, intercalando otros 30 min
entre cada dos lavados. Finalmente se carg6 el gel con las muestras o se guardaron a 4° C en

10 ml de EDTA 50mM pH 8.0 (las muestras se pueden conservar asi durante varios meses).
CPE: Acido citrico 40mM pH 6.0; tampén fosfato sédico 120mM pH 6.0; EDTA-Nap 20mM
CPES: Acido citrico 40mM pH 6.0; tampdn fosfato sédico 120mM pH 6.0; EDTA-Nay 20mM; D-sorbitol

1.2 M; ditiotreitol SmM. Se afiaden 0.2 mg/ml de Zimoliasa 20T antes de usar.
TESP: Tris-HC1 10 mM pH 8.0; EDTA-Nay 450 mM pH 8.0; SDS 10 g/l. A temperatura ambiente se

forma un precipitado que se disuelve a 50°C. Se afiade 1mg/ml de Proteinasa K inmediatamente antes de

usar.

TE 10x: Tris-HCI 0.1 M-EDTA 0.01 M pH 7.5. Se esteriliza por filtracién.

8.2.3. Electroforesis de campo pulsante

El tampdn de electroforesis es TBE 0.5x y el gel se prepara al 1% (p/v) de agarosa en
este mismo tampén. La electroforesis se corre a 14°C y a 200V, pulsando cada 60 s durante
las primeras 16 h y cada 120 s durante las restantes 12 h. El gel se tifie posteriormente con

bromuro de etidio para visualizar las bandas cromosémicas con luz ultravioleta.

9. Purificacién de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

9.1. Extraccién con Geneclean®

Se utilizé el kit comercial de Geneclean® (BIO101, EEUU). La banda del gel de
agarosa con el fragmento de ADN correspondiente se incubd a 55°C con 2-3 volimenes de
solucién Nal 6 M (600 pl) hasta que se fundié el gel. Se afiadieron 5 pl de solucién de
"Glassmilk" y se mantuvo en hielo 5 min para favorecer la unién del ADN. La mezcla se
centrifugd y el precipitado se lavo tres veces con 500 ul de tampén de lavado New Wash.
Posteriormente se resuspendi6 en 7-20 pl de H,O y se incub6 10 min a 55°C, tras los que se

centrifugé para separar el precipitado del ADN que permanecia en el sobrenadante
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Nal 6M: Nal 45% (p/v) saturado con 5 g de Na,SO,. Se agita durante 1 h y se filtra, sin airear demasiado,

para eliminar los cristales de sulfitos no disueltos. Se mantiene a 4°C en oscuridad.

Tampon de lavado (New Wash); Tris-HCI 20 mM pH 7.2, NaCl 0.2 M, EDTA 2 mM pH 8.0, etanol 53%.

9.2. Extraccién con silicagel

Una variante de este protocolo consiste en usar silicagel o filtros de microfibra de
vidrio triturados (Whatman GF/F o GF/C) en H,O (1g/ml), en lugar del producto comercial.
Se prepard silica (Sigma, S-5631) en tampon PBS a una concentracion final de 100 mg/ml y
se dejo decantar durante unas 2 h. Tras decantar se centrifugé a 2000 g durante 2 min y se

elimin6 el sobrenadante. Se resuspendié en Nal 3 M hasta una concentracién de 100 mg/ml.

Tampén PBS: NaCl 130 mM; tampén fosfato sédico 10 mM pH 7.2.

9.3. Electroelucion

Se corté una banda de gel inmediatamente por debajo del fragmento que se queria
aislar. Este hueco se llend con PEG 8000 15% en TAE 1X y se prosiguié con la
electroforesis. Cuando el fragmento de interés entrd en el pocillo se recogi6 la solucién y se
traté con un volumen de fenol: cloroformo: isoamilico (25:24:1). Finalmente, se precipito el
ADN con 0.1 volumenes de NaAc 3 M y dos volimenes de etanol absoluto, se lavd con

etanol 70 % y se resuspendi6 en 5-7 ul de H,O.

9.4. Filtracién

La banda con el fragmento de interés se cortd del gel de agarosa, se introdujo en una columna
Wizard (Promega, Madison, Wisconsin, EEUU) acoplada a un tubo de microcentrifuga de
1.5 ml y se centrifugd a 13000 rpm durante 1 min, filtraindose el ADN y el tampén y

quedando retenida la agarosa en el filtro de la columna.

10. Calculo de la concentracion del ADN

Se asumié que 1 unidad de DO260 de ADN de doble cadena equivalia a una
concentracion de 50 pg de ADN/ml.
También se cuantificé mediante la intensidad de las bandas en geles de agarosa

comparando con la intensidad de una cantidad conocida de marcador A HindllIl.

11. Transferencia de ADN a filtro (Southern)
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11.1. Transferencia con tampo6n altamente salino

El ADN a transferir (plasmidos o cromosomas) se separa por electroforesis, segun
apartado 8 de Materiales y Métodos. Una vez finalizada 1a electroforesis, el ADN del gel se
visualizé con luz UV y se fotografio. Los marcadores de tamafio se sefialaron en el gel, con
una aguja impregnada en tinta china. A continuacion, se sumergio el gel con agitacion durante
15 min en una solucion de HCI 25 mM, que facilita la transferencia rompiendo los fragmentos
de gran tamafio. Se lavd con H,O y se sumergio el gel en solucion desnaturalizante durante
otros 15 min, con agitacion. Tras lavar el gel con H,O se trata de la misma manera con la
solucion neutralizante. Y finalmente se sumerge en tampoén de transferencia hasta que €sta se

realice. Tras los tratamientos anteriores, el ADN se transfiri6 a un filtro de nylon

(HybondTM-N, Amersham) por capilaridad. Para ello, el gel se colocd sobre un puente de
papel de filtro Whatman 3 MM, cuyos extremos se sumergieron en tampén de transferencia
SSC 20X. Sobre el gel se colocaron sucesivamente una membrana de nylon del tamafio del
gel, 2 papeles Whatman 3MM, y una pila de papel absorbente. Sobre el conjunto, se
colocaron unos 500 g de peso y se mantuvo como minimo 8 h. Una vez realizada la
transferencia, el filtro se dejo secar a temperatura ambiente, y el ADN se fijé covalentemente
al filtro irradiando con luz ultravioleta (70000 pJ/cm?® en un cross-linker CL 1000 (UVP, San
Gabriel, EEUU)

Alternativamente, la transferencia a membrana se realiz6 mediante el sistema de vacio
con un TransVac TE80 (Hoeffer), durante 1 h. Una vez realizada la transferencia, el ADN se

fijo al filtro como en el caso anterior.

Solucién desnaturalizante (Southern I): NaOH 0.5 M; NaCl 1.5 M.
Solucién neutralizante (Southern II): Tris-HCI 1 M pH 7.5; NaCl 1.5 M; EDTA 1 mM.
Tampo6n de transferencia SSC 20 X: NaCl 3 M; citrato trisodico 0.3 M. Ajustar a pH 7.0 con HCL

11.2. Transferencia alcalina
11.2.1. Preparacion del gel

Una vez finalizada la electroforesis, el ADN del gel se visualizé con luz UV y se
fotografi6. Los marcadores de tamafio se sefialaron en el gel, con una aguja impregnada en
tinta china. A continuacién, se sumergi6 el gel dos veces en solucién desnaturalizante durante
15 min cada vez. Tras lavar el gel con H,O se traté durante 10 min en tampén de transferencia

alcalina con la solucion neutralizante. Y finalmente se sumergi6 en tampén de transferencia
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hasta que ésta se llevo a cabo.

11.2.2. Transferencia

Tras los tratamientos anteriores, el ADN se transfiri6 a un filtro de nylon (HybondT™-
N, Amersham) por capilaridad. Para ello, encima de una superficie plana y solida se coloca
una pila de papel absorbente, 5 hojas de papel Whatman 3 MM 5cm mas anchas y largas que
el gel, las dos superiores humedecidas en tampon de transferencia alcalina, la membrana de
nylon, 2cm mas ancha y larga que el gel, humedecida en H,O, el gel con los pocillos hacia
arriba, otras 3 hojas de papel Whatman 3 MM del tamafio del gel y finalmente otras dos hojas
de papel Whatman 3 MM, empapadas en tampodn de transferencia alcalina y que actuan como
puente a un recipiente conteniendo este mismo tamp6n. Se deja la transferencia durante al

menos 1.5 h.

11.2.3. Neutralizacién
Se sumergié con cuidado la membrana durante 10 min en tampdn fosfato sédico 0.2

M, pH 7.0 y se dej6 secar a temperatura ambiente.

Solucién desnaturalizante (Southern I): NaOH 0.5 M, NaCl11.5 M.
Tampon de transferencia alcalina: NaCl 3M, NaOH 8 mM, pH 11.4

12. Marcaje de sondas

12.1. Marcaje de sondas radiactivas

Las sondas se prepararon con 50-100 ng de ADN, siguiendo el método de cebadores
al azar descrito por Feinberg y Volgelstein (1983). Se usaron los kits comerciales de
Boehringer o Pharmacia, siguiendo las instrucciones del fabricante. La polimerasa Klenow

utiliza los cebadores aleatorios como inicio de la sintesis de la cadena complementaria en

presencia de dATP, dTTP, dGTP y [a32P]dCTP (3000 Ci/mmol) (Amershan). Se usaron 10-

50 pCi totales de radiactividad, seglin el experimento. Los nucledtidos no incorporados se
separaron por cromatografia de exclusion molecular en columnas de Sephadex G-50. La

sonda se desnaturaliz6 hirviéndola durante 10 min y enfridndola inmediatamente en hielo.

12.2. Marcaje de sondas no radiactivas

Se marcaron unos 150 ng como méaximo de ADN lineal de doble cadena mediante el

mismo método que para las sondas radiactivas. El fragmento a marcar se desnaturalizé en
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H,O hirviendo durante 10 min y se enfrio rapidamente en hielo, para evitar la
renaturalizacion. Se afiadieron 2 pul de mezcla de hexanucledtidos 10X (Boehringer
Manheim), 2 ul de mezcla de ANTPs de marcaje de digoxigenina 10X (Boehringer Manheim)
y 1 pl de enzima Klenow (2U), hasta un volumen final de 20 ul. Esta mezcla se incub6
durante al menos 1 h, pero se dejoé hasta 20 h si se queria obtener un mejor rendimiento.

Finalmente, la reaccion se par¢ afiadiendo 1 pl de EDTA 0.5 M, pH 8.8.

13. Hibridacion de acidos nucleicos

13.1. Hibridacion de filtros con sonda radiactiva

Las membranas se prehibridaron durante 1-4h a 42°C con agitacion constante. Los
tubos de hibridacién se colocaron en un horno HybaidTU micro-4, con 5-15 ml de solucion
de hibridacion, y se incubaron durante al menos 1 h

El fragmento de ADN marcado radiactivamente y desnaturalizado se afiadio a la
solucién de hibridacion, donde se siguié incubando el filtro a 42°C, durante 12-18 h. Tras la
hibridacioén, se retir6 la sonda y el filtro se lavé durante 5 min a temperatura ambiente con la
solucion de lavado I, y durante 20 min a 65°C con la misma soluciéon. Posteriormente se
hicieron dos lavados de 20 min a 65°C, con la solucién de lavado II. Después se envolvieron
los filtros con una pelicula transparente, para evitar que se secaran. Finalmente, se expusieron
a peliculas de autorradiografia Kodak X-OMAT K100 con pantallas intensificadoras, a una

temperatura de -80°C.
Solucién de hibridacién: SSPE 5X; ficoll 400 0.2 %; polivinilpirrolidona 0.2 %; SDS 0.1 %; BSA 0.2 %;

50 % formamida.
Solucidn de lavado I: SSPE 2X; SDS 1 %.
Solucién de lavado II: SSPE 0.2X; SDS 0.1 %.
SSPE 20X: NaCl 3 M; NaH2PO4 0.2 M; EDTA 20 mM.

Nota: En experimentos de hibridacion en condiciones menos restrictivas, el porcentaje de formamida

usado en la solucion de hibridacion fue del 35 %

13.2. Hibridacién de filtros con sonda no radiactiva

Se calentd la solucién de prehibridacion a 42°C y se afiadié a un tubo de hibridacion
con la membrana. El tubo se mantuvo en agitacién constante a 42°C durante 2 h como
minimo. |

La sonda se desnaturaliz6 hirviéndola 10 min en H,O y se paso rdpidamente a hielo

para enfriarla. La sonda se afiadi6 a la solucién de prehibridacién y se hibridé durante toda la
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noche a 42°C en agitacion constante.

La membrana se lavo durante 5 min en solucion de lavado I a temperatura ambiente.
Seguidamente se lavé 15 min en solucion de lavado II.

Se equilibré la membrana durante 1 min en tampén de lavado, y posteriormente, se
pasé a un recipiente limpio con unos 70 ml de solucién bloqueante, en la que se mantuvo
durante 30-60 min. Transcurrido este tiempo, se elimind la solucion de bloqueante y se
afiadio el anticuerpo anti-DIG (3ul de anti-DIG en 30 ml de solucion de bloqueo). Tras 30
min de incubacién se eliminé el anticuerpo y se lavo la membrana 3 veces con tampon de
lavado. Para la deteccion, se eliminé el tampén de lavado y se equilibré en tampén de
deteccion durante 2 min. Seguidamente, la membrana se colocd en una lamina de acetato, se
afiadieron 30 ul de CSPD en 3 ml de tampén de deteccion y se tapd con otra lamina durante 5
min. De nuevo, la membrana se paso a dos acetatos limpios, se sellaron con cinta adhesiva y
se incubaron durante 15 min a 37°C. Pasado este tiempo, se expuso con peliculas Kodak X-

OMAT K100 con pantallas intensificadoras, a -80°C.
Tampén maleico 10X: Acido maleico 1 M; NaCl 1.5 M, pH 7.5

Reactivo de blogqueo 10X: Reactivo de bloqueo (Boehringer) al 10 % en tampén maleico. Se autoclava y

se guarda a 4°C.
Solucion de prehibridacién: Formamida 50 %; SSC 5X; SDS 0.02 %; Reactivo de bloqueo 2 %.
Solucion de lavado I: SSC 2X; SDS 0.1 %.
Solucién de lavado II: SSC 0.5 %; SDS 0.1 %.

Tampon de lavado: Tampo6n maleico 100 mM; Tween®20 al 0.3 %.
Solucién bloqueante: Reactivo de bloqueo 1 % (p/v) en tampén maleico 100 mM pH 7.5.

Solucién de deteccién: Tris-HCI 100 mM pH 9.5; NaCl 100 mM.

14. Deshibridacion de acidos nucleicos
14.1. Sondas radiactivas
14.1.1. Por ebullicion

Para rehibridar una membrana con una nueva sonda se eliminé la sonda con la que
anteriormente se habia hibridado ésta. Para ello se lavd con soluciéon de deshibridacion
hirviendo, durante 15 min en agitacion. En todo momento se evité que se pudiera secar la
membrana. Se repitié el lavado con solucién nueva hirviendo, durante otros 15 min.
Finalmente se lavé con SSC 0.01 X a temperatura ambiente. Para comprobar que la sonda se

habia eliminado, se envolvia la membrana humeda en una hoja fina de pléstico y se exponia a
una pelicula de rayos X.

Solucién de deshibridacién: Se calenté una solucién de SSC 0.5 X; EDTA 0.01 M y una vez que hirvi6
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se afiadié SDS hasta una concentracion final de 0.1 %.

14.1.2. Método alcalino

Las membranas se lavaron 2 veces con SSPE 2X a temperatura ambiente durante 10
min. Luego se hicieron otros 2 lavados de 10 min a temperatura ambiente con tampén de
deshibridacion. Y para terminar, se volvieron a lavar 2 veces las membranas con SSPE 2X a

temperatura ambiente durante 10 min.
Tampoén de deshibridacion: NaOH 0.1 M; SDS 0.1 %; Tris-HC1 10 mM; EDTA 1 mM.

14.2. Sondas no radiactivas
Las membranas se lavaron durante 1 min en H,O y seguidamente se incubaron 2
veces en solucion alcalina a 37°C, durante 10 min, para eliminar la sonda. Finalmente, la

membrana se lavé enérgicamente con SSC 2X.
Solucién alcalina: NaOH 0.2 M; SDS 0.1 %.

15. Extraccion de proteinas de superficie por sonicacion

Se rehidrata en H,O 1 g de levadura de velo liofilizada y se lavan las células tres
veces en tampon fosfato potasico 0.1 M, pH 7.5. A continuacion se sonican a 40 W, a 4°C
durante 8 pulsos de 1 min, intercalando 1.5 min de pausa entre dos pulsos para que la
temperatura no suba por encima de 50 °C. Se separan las células por centrifugacion y se filtra
el sobrenadante a través de filtros Millipore de 0.20 pm de didmetro de poro (este

sobrenadante se denominé SOB F).

16. Deteccion de actividad proteasa en gel de caseina

Se preparan cajas de Petri con leche desnatada en polvo al 2.4% en tamp6n Tris-HCI
50 mM, gelificada con agarosa al 1.5%. Se coloca sobre el gel una gota del sobrenadante en
el que se quiere detectar si existe actividad proteasa y se incuba durante 1 h. La actividad

proteasa produce un halo de clareamiento en el medio.

17. Cuantificacion de proteinas
17.1. Método de Bradford

La concentracién de proteinas se midié por el método de Bradford (1976), usando el
reactivo de tincién de proteinas de Bio-Rad. Se sigui6 el procedimiento de microensayo (1 a

20 pg proteina/ml) recomendado por dicha firma comercial. Como patrones de concentracion
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se usaron soluciones de seroalbumina bovina (Sigma) 1-20 pg/ml. Se tomaron 200 pl de
reactivo de Bradford, el volumen de muestra a medir y se complet6é con H,O hasta 1 ml. Esta

mezcla se incubd de 10 a 15 min a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia a 595 nm.

17.2. Método de Lowry

La determinacion de proteina también se llevé a cabo siguiendo el método descrito
por Lowry et al. (1951) y modificado por Markwell et al. (1978). Se mezclaron: 500 pl de
muestra o patron; 150 ul de HyO; 200ul de NaOH IN; 1500ul de solucion Lowry (9A:1B).
Se incubd durante 15 min a 30°C y se afiadieron 150 pl de solucién fresca Reactivo de fenol
segun Folin-Ciocalteu (Merck, Alemania): H,O (1:1). Se incubé durante 30 min a 30°C y

seguidamente se midio la absorbancia a 750 nm. Como patrén se usé BSA desde 0 a 100 pg.

Solucién A de Lowry: NapCO3 0.6 %,; Tartrato sodico potasico tetrahidratado 0.075 %

Soluciéon B de Lowry: CuSO4-5-H20 al 0.0644 %

18. Concentracion y precipitacién de proteinas

18.1. Eliminacién de sales y moléculas pequeifias de las preparaciones proteicas

Las sales y moléculas pequeiias se eliminaron de las preparaciones proteicas mediante
didlisis, utilizando membranas de celulosa Sigma de diametro de poro medio de 2.4 nm y
limite de exclusién de 8 a 15 kDa. Las membranas se hirvieron durante 10 min en una
soluciéon de NaHCO; 30 mM que contenia Na-EDTA 0.5 mM vy se lavaron exhaustivamente
con H>O antes de su utilizacion.
Alternativamente y para volimenes de hasta 2 ml se usaron columnas HiTrap™ (Pharmacia
Biotech, Suecia), de Sephadex® G-25, una matriz de exclusién molecular para moléculas

mayores de 5 kDa.

18.2. Precipitacion de pequefios voliimenes de proteinas

La precipitacion de pequefios volumenes de proteinas se realizé en tubos Eppendorf
afiadiendo 1/10 de volumen de una solucion de TCA al 100% (p/v) en HO a 4°C. La mezcla
se incub6 10 min a 4°C y posteriormente se centrifugd en una centrifuga Eppendorf a su
maxima velocidad durante 10 min. Se retiré el sobrenadante y el precipitado se lavo y
centrifugd sucesivamente con etanol absoluto, etanol:éter dietilico 1:1 y etanol:éter dietilico
1:3, las tres soluciones a -20°C. El {ltimo precipitado se secd en una campana de flujo

laminar. Generalmente estas precipitaciones se realizaron como paso previo a posteriores
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electroforesis, por lo que el Gltimo precipitado se resuspendid en el volumen deseado de

tampon de muestra, descrito en el apartado "Electroforesis de proteinas".

18.3. Precipitacion de grandes volimenes de proteinas

A la solucion que se deseaba precipitar se le afiadié sulfato amonico sélido hasta
alcanzar un 80% de saturacion a 4°C (51.6 g por cada 100 ml de solucion) y la solucion se
dejo agitandose a esta temperatura 30 min después de alcanzar una completa disolucion del
sulfato amoénico. El precipitado formado se recogi6 por centrifugacion a 12000 g durante 30
min, y se resuspendié en el minimo volumen posible de H,O. La solucion fue posteriormente
dializada frente a 2 litros del tamp6n en el que se deseaba tener la preparacion, a 4°C. La

didlisis dur6 24 h y a lo largo de ese tiempo se llevaron a cabo tres cambios del tampon.

18.4. Concentracién de proteinas

Se usaron dos métodos para concentrar proteinas. Por un lado se utilizé la
centrifugacion y filtracion simultdneas a través de filtros Centricon (Amicon Inc., EEUU) de
menor tamafio de poro que las proteinas de interés. Por otro lado se liofilizaron muestras
proteicas, previamente dializadas, reduciendo el volumen de la solucién hasta el nivel

deseado.

19. Cromatografia de filtracion en gel

Se empled una columna de vidrio calibrado K9/30 (Pharmacia, Suecia) conteniendo
un lecho de 1 x 27 cm de Sephacril S-300HR (Pharmacia, Suecia). La columna se equilibro
con tampén 20 mM Tris-HCL, pH 8.0, 100mM NaCl. Las muestras, de 0.1 ml, se aplicaron
directamente con la ayuda de una pipeta Pasteur tras haber llevado el menisco del eluyente
hasta el limite superior del lecho. Una vez que la muestra habia penetrado en el gel, la
columna se volvia a completar con el eluyente y la cromatografia descendente, a 4°C, se
desarrollaba a un flujo de 24 ml/min proporcionado por succiéon mediante una bomba
peristaltica LKB Pump 1 (Pharmacia, Suecia) conectada a la salida de la columna. Se
recogieron fracciones de 0.25 ml de forma automatica, determinandose el volumen exacto de
elucién de cada muestra (Ve) por el peso del liquido correspondiente. El volumen de vacio
(Vo) se estim6 como el volumen de elucion de una muestra conteniendo azul dextrano al 1%
y el volumen total (V) con el de una muestra de flavin-mononucleétido (FMN) al 0.02%. Las

proteinas utilizadas como marcadores de peso molecular para calibrar la columna fueron:
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ferritina de pancreas de caballo (440 kDa), catalasa de higado bovino (232 kDa), aldolasa de
musculo de conejo (158 kDa), seroalbumina bovina (67 kDa) y ovoalbiimina de gallina (45
kDa). Todos los marcadores se localizaron en las fracciones recogidas por su absorbancia a
280 nm. Para estimar el peso molecular de proteinas desconocidas, se procesaron los datos
obtenidos de la cromatografia, representando (-log Kqy)'?, donde Ku=(Ve-Vo)/(Vi/V,), en

funcidn del peso molecular.

20. Purificacion de proteinas aglutinantes

Se partiéo de 200 ml de SOB F (ver apartado "Extraccion de proteinas de superficie
por sonicacion") y se mezclaron enérgicamente con aire en una batidora Vitamix (Moulinex,
Espaiia) hasta producir una espuma abundante. Se recogi6 la espuma en un tubo de vidrio
(Corex, EEUU) y se centrifugé durante 20 min a 10000 rpm. Se recogié el sobrenadante y se
dializ6é durante 24 h frente a 2,5 1 de H,O a 4°C, sustituyendo el H,O cada 8 h. Seguidamente
se liofilizd el sobrenadante dializado. Se tratd el producto dializado con 1 ml de &cido
trifluoroacético (TFA) y tras eliminarlo burbujeando N, sobre la muestra se resuspendi6 el
precipitado en etanol al 60% (10 mg de producto en 3 ml de etanol al 60%) y se incubd a
temperatura ambiente durante 12 h. Se centrifugé a 10000 rpm durante 20 min y se recogio el
sobrenadante. A continuacion se evapord el etanol en una centrifuga de vacio. El precipitado
se guard6 a -20°C hasta su posterior utilizacién o se resuspendi6é en &cido trifluoroacético
(TFA) para desagregar las proteinas purificadas. Finalmente se volatiliz6 el TFA burbujeando
N sobre la muestra. Antes de resuspender en tampdén de muestra para correr electroforesis se

neutraliz6 el pH con vapores de NH,OH.

21. Electroforesis de proteinas
21.1. SDS-PAGE

Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, segun el
método descrito por Laemmli (1970). La separaciéon de proteinas se llevd a cabo en un
sistema discontinuo consistente en un gel de apilamiento al 4% y en un gel de separacién al
12% de acrilamida. Las muestras se resolvieron a voltaje constante de 200 V en un equipo
Mini Protean (Bio-Rad, EEUU) hasta que el azul de bromofenol alcanzé el borde inferior del
gel (aproximadamente 45 min).

Solucién concentrada A/B (acrilamida/bis-acrilamida): (30% T, 2.67% C) 29.2% acrilamida; 0.8%
bisacrilamida. Se filtr6, se desgasificé 15 min y se guardé en oscuridad, a 4°C.

Gel de apilamiento (4%): Tris-HCl 125 mM pH 6.8; SDS 0.1%; A/B 4% (3.8% acrilamida, 0.2%
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bisacrilamida); APS 0.05%; TEMED 0.1%.

Gel de separacién (12%): Tris-HCl 375 mM pH 8.8; SDS 0.1%; A/B 12% (11,68% acrilamida, 0.32%
bisacrilamida); APS 0.05%; TEMED 0.05%.

Tampoén de electroforesis: Tris 25 mM; glicina 194 mM; SDS 0.1%

Tampén de muestra (2x): Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8; glicerol 25%; SDS 2%; azul de bromofenol 0.1%;

B-mercaptoetanol 5%

21.2. Tris-Tricina
Para la separacion de proteinas de pequefio peso molecular se usé el método de
electroforesis en Tris-Tricina descrito por Schigger y von Jagow (1987) Las proteinas se
separaron en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, en un sistema discontinuo
consistente en un gel de apilamiento al 4% y en un gel de separacion al 9,8% de acrilamida.
Las muestras se resolvieron a voltaje constante de 150 V en un equipo SE410 (Amersham-
Pharmacia Biotech, EEUU) hasta que el azul de Coomassie alcanzé el borde inferior del gel
(465h)
Solucion concentrada A/B (acrilamida/bis-acrilamida): (30% T, 2.67% C) 29.2% acrilamida; 0.8%
bisacrilamida. Se filtr6, se desgasificé 15 min y se guardé en oscuridad, a4°C.
Gel de apilamiento (4%): Tris-HCI 0.75 M pH 8.45; SDS 0.1%; A/B 4%; APS 0.05%; TEMED 0.1%.
Gel de separacion (9.8%): Tris-HCI 1 M pH 8.45; SDS 0.1%; glicerol 4% (p/v); A/B 9.8%; APS 0.05%;
TEMED 0.05%.
Tampones de electroforesis: Tampoén catédico (5x): Tris 0.5 M; tricina 0.5 M. Se afiade SDS hasta 0.1%
antes de usar. Tampén anédico: Tris-HCI 0.2 M pH 8.9.
Tampén de muestra: Tris-HCl 50 mM pH 6.8; glicerol 12%; SDS 4%; azul de Coomassie 0.1%; B-

mercaptoetanol 2%.

22. Tincioén de geles de proteinas

22.1. Tincién con azul de Coomassie

Inmediatamente después de la electroforesis, los geles se bafian durante 30 min en una
solucion de Azul de Coomassie (Coomassie brillant blue R-250) 0.25% en 40% metanol, 10%
acido acético a temperatura ambiente. Los geles se destifien con varios lavados en 40%

metanol, 10% acido acético, durante 1 a 3 h.

22.2. Tincién con nitrato de plata
Inmediatamente después de la electroforesis, los geles se bafian secuencialmente en
las siguientes soluciones: durante 30 min en una solucién 50% metanol, 10% &cido acético;

durante 30 min en una solucién 10% etanol, 5% 4cido acético; durante 5 min en solucién de
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dicromato potasico (0.08% dicromato potasico, 0.018% 4cido nitrico); cuatro veces durante 2
min en H,O. A continuacion se tifie el gel durante 20 6 30 min en una solucién de 0.2%
nitrato de plata. Después de lavar durante 30 s en H,O, el gel se revela en tres lavados con
solucion 3% Na,COs, 0.05% formaldehido. El revelado se detiene bafiando el gel en solucion

de acido acético al 7%.

23. Manipulacién de genotecas de fagos

23.1. Preparacion de E. coli LE392 para transducciéon

Se cultivo E. coli LE392 en 3 ml de medio LB durante toda la noche a 37°C. Al dia
siguiente, se inocularon 100 ml de LB suplementado con MgSO, 10 mM y maltosa 0.2 % con
1 ml de preindculo, y se incubaron a 37°C hasta que el cultivo alcanz6 una ODggo= 0.3-0.4.
Se centrifugd durante 10 min a 4000 rpm y el precipitado de células se resuspendio en 25ml
de MgSO, 10 mM frio y se guardé a 4°C. Las células se pudieron utilizar para la infeccion

durante las dos semanas siguientes.

23.2. Infeccién de células de E. coli con el bacteriofago lambda

Para realizar la infeccion se pusieron en contacto 100 pl de la suspension de células
LE392 preparadas segin se describe en el apartado anterior, con 50 pul de fagos
convenientemente diluidos en tampén SM. Esta mezcla se incub6 a 37°C durante 30 min.
Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla de infeccion se afiadié a tubos con 3 ml de LB
con 0.7% de agarosa precalentado a 45°C. Los tubos se mezclaron bien y se extendieron
como agar de cobertera sobre cajas de Petri con medio LB suplementado con maltosa y

MgSO,. Estas cajas se incubaron invertidas a 37°C hasta que aparecieron las calvas de lisis
(10-15 h).

23.3. Multiplicacién del bacteriéfago lambda en medio sélido

Con la parte mas estrecha de una pipeta Pasteur se recortd el fragmento de agar que
llevaba la placa de lisis que se deseaba amplificar y se introdujo en un tubo Eppendorf con
500 pl de tampén SM y 10 pl de cloroformo. Se agité en un agitador de mesa y se mantuvo a
4°C durante 2-4 h para permitir la difusion de los fagos. Una vez que hubieron difundido, se
infectaron 100 pl de bacterias como se describe en el apartado anterior. A las placas con

calvas confluyentes se le afiadieron 10 ml de tamp6n SM si eran de 15 cm de didmetro y 5 ml
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si se trataban de cajas de 10 cm. Las cajas se agitaron suavemente durante al menos 5 h a
4°C, para permitir la difusion de los fagos al tampon, aunque normalmente, se dejaron toda la
noche en agitaciéon. El tampén SM recogido de la amplificacion se pasé a un tubo de
centrifuga de 40 ml. Se afiadié cloroformo al 2% (v/v), se mezclé bien y se centrifugd a
10000 rpm durante 10 min. El sobrenadante obtenido se titul6 mediante infeccion de la cepa

LE392 con diluciones seriadas de la suspension de fagos.

23.4. Extracciéon de ADN de fagos

La suspension de fagos obtenida en la amplificacion se trato con ARNasa y ADNasa a
una concentracion final de 1pg/ml y 10 pg/ml, durante 30 min a 37°C, para eliminar todos
los restos de acidos nucleicos de bacterias. Los fagos se precipitaron incubando en hielo con
1 volumen de PEG-NaCl durante al menos 1 h y posteriormente centrifugando a 11000 rpm a
4°C, durante 20 min. Se elimind el sobrenadante y se secé el precipitado dejando el tubo
invertido sobre papel absorbente. El precipitado se resuspendio en 1 ml de tampon TNM por
cada 10 ml de lisado de partida y se lavaron bien las paredes del tubo agitando suavemente.
Se extrajo el ADN afiadiendo 1 volumen de fenol: cloroformo: isoamilico (25:24:1), se
mezclé y se centrifugd a 5000 rpm. Se volvié a fenolizar la fase acuosa y se afiadio 1
volumen de isopropanol, dejando la mezcla durante 20 min a -80°C. Tras centrifugar 10 min
a 12000 rpm y 4°C, se lavo con etanol 70%. El precipitado se dej6 secar y se resuspendio en
50-100 pl de TE.

PEG-NaCl: PEG 8000 al 20% y NaCl 2 M. Se disuelven ambos compuestos en HpO a 60°C.

Tampén SM: Gelatina 0.01 % (p/v); MgSO4 8 mM; NaCl 100 mM; Tris-HCL 50 mM pH 7.5.
Tampén TNM: Tris-HCI 20 mM pH 7.5; NaCl 100 mm; MgSO4 10 mM

24. Extracciéon de ADN plasmidico de E coli.

Se realizo6 siguiendo el protocolo descrito por Bolivar y Backman (1979). Se parti6 de
1.5 ml de cultivo bacteriano. Las células se recogieron por centrifugacion y resuspendieron en
100 pl de Solucién 1. Tras 5 min a temperatura ambiente se afiadieron 200 ul de Solucion II,
se mezcld el tubo varias veces por inversion y se incubé durante 5 min en hielo.
Seguidamente se afiadieron 150 ul de Solucién III y se mantuvo la mezcla durante 5 min en
hielo. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacién y el sobrenadante se mezclo con
un volumen de fenol: cloroformo: isoamilico (25: 24: 1). El ADN presente en la fase acuosa

se precipité con NaCl 0.3 M y dos volumenes de etanol 96%, se lavé con etanol 70 % y se
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resuspendi6 en 50 pl de TE 1X.

Solucién I: Glucosa 50 mm; Tris 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM pH 8.0.
Solucion II: NaOH 0.2 M; SDS 1 %.

Solucion III: Acetato potasico 3 M; 4cido acético glacial 11.5%.

25. Preparacion de bacterias competentes para transformacion

25.1. Método mediado por TSS

Se prepararon los cultivos siguiendo el protocolo descrito por Chung et al. (1989) que
permite obtener niveles suficientemente elevados de competencia para manipulaciones
sencillas. Este método se utiliz6 fundamentalmente cuando se querian transformar cepas
bacterianas distintas de E. coli DHS5a. Se partié de un cultivo de 100 ml de E. coli. Una vez
las bacterias alcanzaron una DOgoonm de 0.5 se enfriaron rdpidamente y se recogieron por
centrifugacién a 5000 rpm a 4°C, durante 10 min. Las células se resuspendieron en 10 ml de
TSS y se repartieron en alicuotas de 400 pl/tubo. Las células competentes pueden ser usadas
inmediatamente o conservarse a -70°C, congelandose rapidamente con N, liquido.

TSS: Medio LB suplementado con PEG 3350 6 8000 al 10 % (p/v); DMSO 5 % (v/v); MgClp 20-50 mM.
El pH se ajusta a 6.5 con HCI 0 NaOH.

25.2. Método mediado por CaCl,

Se inocularon 3 ml de medio LB con la cepa DH5a y se dej6 crecer durante toda la
noche a 37°C. Al dia siguiente se diluyé 1 ml de preinéculo en 200 ml de medio SOB
precalentado a 22°C y se incubaron a 22°C hasta alcanzar una DOgsonm de 0.6 (de 18 a 20 h).
El medio se dej6 enfriar en hielo durante 10 min. Las células se centrifugaron a 4000 rpm, a
4°C, 10 min, en tubos de centrifuga preenfriados. Las células precipitadas se resuspendieron
suavemente en 20 ml de TB frio. Seguidamente se afiadieron 60 ml de TB frio, se mezcld y se
dejo en hielo durante 10 min. Pasado este tiempo, las células se centrifugaron a 4000 rpm, 10
min, 4°C y se resuspendieron suavemente en 20 ml de TB frio. Una vez resuspendidas se
afiadi6 muy lentamente y mezclando 1.5 ml de DMSO (dimetilsulf6xido). Finalmente, las
células competentes se dejaron en hielo durante 10 min, se repartieron en alicuotas de 200 ul
que se congelaron con nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C.

SOB: Bacto-triptona 20 g/l; extracto de levadura 5 g/l; NaCl 0.5% (p/v), pH 7.5. Inmediatamente antes de
ser utilizado se afiaden 20 ml de MgSO,4 1 M.

TB: PIPES 10 mM; CaCl,.2H20 10 mM; KCI 250 mM; Se ajusta a pH 6.7 (con KOH 6 HCI segun el tipo
de PIPES); MnCl2.4H20 55 mM. Se esteriliza por filtracion.
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26. Transformacion de bacterias

Se realizé siguiendo el método descrito por Hanahan (1983) y modificado por Inoué ef
al. (1990). Las células competentes se descongelaron lentamente en hielo. Una vez
descongeladas, se mezclaron 90 ul de células competentes con 50-100 ng de ADN (en un
volumen maximo de 10 ul) y se incubaron en hielo durante 20 min, tras los cuales se di6 un
choque térmico a 42°C durante 45 seg. A continuacion se enfriaron rapidamente en hielo
durante unos 2 min. Para permitirles desarrollar la resistencia al antibidtico, si el marcador de
resistencia lo requiere, se afiadieron 800 pl de medio LB a las células y se incubaron durante
45 min, a 37°C y agitacién a 250 rpm. Se sembraron alicuotas de distinto volumen en placas
de medio LB con el antibidtico adecuado y se incubaron a 37°C hasta que se observaron

colonias.

Concentracion de stock de antibiéticos: 100 pg/ul de ampicilina

27. Curvas de crecimiento de levaduras

Se inocularon tubos de 25 ml conteniendo 10 ml del medio de cultivo utilizado en
cada caso a DOgsonm = 0.05 y se incubaron a la temperatura deseada. Se sigui6 el incremento
de la DOgsonm hasta que el cultivo alcanz6 la fase estacionaria. La tasa maxima de
crecimiento (p) se determiné a partir del tiempo medio de duplicacién (tiempo de

generacion,T) durante el aumento exponencial de la turbidez, donde p=In2/T

28. Viabilidad celular en cultivos de levadura
28.1. Siembra en caja

A partir del conteo de células totales en cdmara de conteo Biirker, se diluyeron los
cultivos para sembrar entre 250-500 células por caja. Una vez esparcidas las células, se
incubaron las cajas a 30°C hasta que se observaron las colonias a simple vista (normalmente

2 dias). La viabilidad celular se estim6 como porcentaje de unidades formadoras de colonias

(UFC) respecto del total de células sembradas.

28.2. Tincién con azul de metileno
Las levaduras se tifieron con azul de metileno, afiadiendo a la suspensién celular un
volumen de solucién de azul de metileno 0.2 g/l en tampén fosfato sédico-potasico pH 4.5

(KH2PO4 6 g/1; Na;HPO, 0.071¢/1) y se observaron rapidamente al microscopio 6ptico.
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29. Conjugacion de levaduras

Para llevar a cabo la conjugacioén de cepas haploides de distinto sexo se mezclo una
colonia de cada cepa con un asa de siembra sobre una caja de medio rico YPD y se incub6 a
30°C al menos durante 5 h. Para seleccionar el conjugante, se sembraron células aisladas
sobre medio selectivo para el diploide y se incubé a 30°C hasta la aparicion de colonias.
Cuando alguna de las cepas a conjugar no era haploide y de sexo opuesto al otro parental se
alarg6 el tiempo de conjugacién en YPD hasta 24 h, dando tiempo a que se produzcan

algunos eventos de conjugacion (apareamiento forzado).

30. Fusion de protoplastos

Alternativamente al apareamiento forzado se intenté la fusién de protoplastos como
método de conjugacién. Se inocula cada cepa en 100 ml de medio rico YPD y se incuban a
30°C hasta DOgg,,, = 0.5-0.7, se recogen las células centrifugando durante 5 min a 6000 rpm.
Se lavan los cultivos con H,O y se resuspenden en 10 ml de sorbitol 1 M. Se afiaden 500 pl
de B-mercaptoetanol y se incuban a 30°C y agitacién suave durante 15 min. A continuacién se
lavan y resuspenden las células en 10 ml de sorbitol 1 M. Se afiaden 150 ul de sorbitol 1 M
conteniendo 0.5 mg de Zimoliasa 20T y se incuba a 30°C y agitacién suave durante 30-45
min. Se recogen las células centrifugando a 2000 rpm durante 7 min y se lavan con 10 ml de
sorbitol 1 M. Se resuspenden juntas las células de las dos cepas a conjugar en 2 ml de
solucién de fusién y se incuban a 30°C y agitacién suave durante 30 min. Seguidamente se
recogen las células por centrifugacion a 2000 rpm durante 7 min, se lavan en sorbitol 1 M y
se resuspenden e incuban a 30°C y agitacién suave durante 90 min en 0.5 de medio SOS-
CL,Ca. Finalmente se siembran alicuotas de 100 pl sobre cajas de medio selectivo para el
conjugante, osmoestabilizado con sorbitol 1 M, mediante 5 ml de agar de cobertera, también

osmoestabilizado y mantenido a 45°C.

Soluciéon de fusion: 40% PEG 4000; 10 mM Cl,Ca; 10mM Tris-HCI pH 7.5. Se disuelven 40 g de
PEG4000 en 89 ml de H,0 y se autoclava. Se afiaden 10 ml C1,Ca 100 mM y 1 ml Triss-HC1 1 M pH 7.5
Medio SOS-CL,Ca: Extracto de levadura 1%; bacto-peptona 2%; glucosa 2%; 10 mM Cl,Ca; 1 M sorbitol.

31. Transferencia de mitocondrias

La transferencia de mitocondrias a las esporas rho™ de la cepa IFI256 se llevé a

cabo mediante conjugacién de cada espora con la cepa K5-5¢ (MAT« his4dA-15 ade2-1 canl
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karl-1 Cyh®), portadora de las mitocondrias a transferir y deficiente en cariogamia (esta cepa
porta las mitocondrias de la cepa de laboratorio S288C). Como producto de la conjugacion
(por apareamiento forzado) se formaron heterocariontes, que fueron seleccionados en medio
minimo SG, a partir del cual se seleccionaron clones heteroplasmontes (por su incapacidad
para crecer en medio minimo SG con cicloheximida 2 mg/ml) que contenian el nucleo de las

esporas de IFI256 y las mitocondrias de la cepa K5-5¢.

32. Esporulacion de levaduras

Se inocul6 cada estirpe en 5 ml de medio de preesporulacion (ver apartado "Medios
de cultivo") y se incubaron a 30° C hasta fase estacionaria temprana (12-18 h). Se lavaron los
cultivos con H,O y se transfirieron a 5 ml de medio de esporulacion, incubandose a 22° C
hasta la aparicion de ascas (a partir de los 3 dias). Alternativamente se usaron medios sélidos
y en este caso se transfirid una colonia directamente desde el medio de preesporulacion al de
esporulacién, con la ayuda de un palillo estéril. Los medios de preesporulacion y
esporulacién variaron, dependiendo de la estirpe a esporular y se indicara oportunamente en

cada caso.

33. Tincion diferencial de esporas y células vegetativas de levaduras

Se sigui6 el protocolo descrito por Sherman er al., (1986). Se extendié una gota de la
suspension de levaduras en el portaobjetos y se dejo secar. Se incubé 1 min en una solucion
de verde malaquita al 5 % en un bafio a 70-80°C. Se lavé con H,O y seguidamente se incub6
durante otro min a temperatura ambiente en una solucién de safranina O al 0.5 %. Se lavé de
nuevo con HO, y se cubri6 con un cubreobjetos, observandose al microscopio antes de que

se secara la preparacion.

34. Micromanipulacion de esporas

Para llevar a cabo la micromanipulacién de esporas se utilizo un sistema MSM Serie
200 (Singer Instruments, Reino Unido), que consta de microscopio y sistema de
micromanipulacién automatico. Los cultivos esporulados sobre medio solido se incubaron de
2 a 4 min en una solucién 2mg/ml de Zimoliasa 20T (US Biological, EEUU), para llevar a
cabo la digestion de la pared del asca. Se para la digestion diluyendo el cultivo en 10
volumenes de H,0. Se extiende una gota sobre la caja de micromanipulacién (medio YPAD)

y tras micromanipular las esporas se incuba a 30°C hasta la aparicién de colonias visibles.
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35. Mutagénesis con etilmetanosulfonato (EMS)

Se cultivo la cepa a mutagenizar en 10 ml de medio rico YPD y se incubd a 30° C
hasta fase estacionaria. Se recogieron las células por centrifugacion, se lavaron y se
resuspendieron en 2 ml de tampén fosfato sédico 0.1 M pH 7.0. Se determiné la viabilidad
del cultivo por siembra en caja y a 1 ml de la suspension celular se afiadieron 30 pl de EMS.
La mezcla se incubé a 30° C durante 1 h con agitacion ocasional. Para detener el efecto
mutagénico del EMS se afladieron 5 ml de tiosulfato sédico al 5% por cada 0.55 ml de
suspension con EMS. Se hicieron diluciones 102, 10® y 10 y se sembraron 0.1 ml de estas

diluciones en cajas del medio apropiado para seleccionar los mutantes de interés.

36. Transformacion de levaduras mediada por acetato de litio
Se realiz6 siguiendo el método de Ito er al. (1983) con las modificaciones de Schiestl

y Gietz (1989). Las células competentes se obtuvieron a partir de cultivos de S. cerevisiae
incubados hasta una DOggonm de 0.4-0.6. Las células se recogieron por centrifugacion y se
lavaron con H,O y con una solucién de acetato de litio (LiAc-TE) preparada en el momento a
partir de TE 10x y LiAc 10x, para resuspenderse finalmente en solucién LiAc-TE a una
concentracién de 2x10° élulas/ml. La transformacion se realizé afiadiendo a 50 ul de células
competentes 50-100 ng de ADN plasmidico y 5 pl de ADN de esperma de salmén (10
mg/ml). A esta mezcla se le afiadieron 0.3 ml de PEG4000 40 % (p/v) en LiAc-TE. Tras
incubar 30 min a 30°C con agitacién, se dio un choque térmico a 42°C durante 15 min.
Finalmente las células se lavaron dos veces con H,O y sembraron en el medio selectivo
adecuado.

TE 10x: Tris-HCI 0.1 M; EDTA 0.01 M pH 7.5. Se esteriliza por filtracién.

LiAc 10x: LiAc 1 M. Ajustar a pH 7.5 con 4cido acético. Se esteriliza por filtracién.

PEG 40 % en LiAc-TE: Preparada en el momento a partir de PEG 4000 al 50 % en HpO, TE 10x y LiAc

10x.
ADN de esperma de salmén: El ADN de esperma de salmén (Sigma D-1626 tipo III) se deja a una

concentracién de 10 mg/ml en TE y a 4°C durante toda la noche para que se disuelva. Se sonica con dos
pulsos de 9 seg a 100 W para obtener fragmentos de un tamafio medio de 7 kb, en un intervalo de 15 a 2
kb). Se trata una vez con fenol y otra vez con cloroformo. Se precipita con 1/10 de volumen de NaAc pH
6.0 y 2 volumenes etanol. Se resuspende en TE hasta una concentracién final de 10 mg/ml. Finalmente, se

reparte en alicuotas y se desnaturaliza, hirviendo durante 10 min y enfriando rapidamente en hielo.

37. Extraccion de ADN de levaduras
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Se siguid el protocolo descrito por Sherman et al. (1986). Se partié de 5 ml de cultivo
en fase estacionaria temprana. Se recogieron las células por centrifugacion, se lavaron con
H,O y se resuspendieron en 0.32 ml de solucién de 0.9 M sorbitol, 0.1 M EDTA. Después se
afiadieron 3.2 pl de 8-mercaptoetanol y 10 pl de Zimoliasa 20-T 15 mg/ml. Tras incubar 60
min a 37°C, la mezcla se centrifugd 20 seg y el precipitado se resuspendié en 0.37 ml de
Solucién coctel a la cual se afiadieron 16 pl de SDS 10 % y 1 pl de dietil-pirocarbonato
(DEPC). Tras incubar 30 min a 65°C, los restos de membranas celulares se precipitaron
afiadiendo 85 pl de solucién III e incubando durante al menos 1 h en hielo. Tras centrifugar
15 min y recuperar el sobrenadante, el ADN se trat6 con ribonucleasa y, tras fenolizacion, se
precipité con 1/10 del volumen de NaCl 2.5 M y 2.5 volumenes de etanol 96 %, se lavé con

etanol 70 % y se resuspendi6 en 50 ul de TE.

Solucién de sorbitol: Sorbitol 0.9 M; EDTA 0.1 M pH 8.0.
Solucidn céctel: EDTA 20 mM pH 8.0; Tris-HCI 50 mM pH 8.0.

Solucidn ITI: Acetato potasico 3 M, acido acético glacial 11.5%.

38. Polimorfismo de restriccion de ADN mitocondrial

Se inocularon 5 ml de medio rico YPD con cada una de las cepas a tratar y se
incubaron a 26-28°C toda la noche. Se centrifugaron los cultivos durante 10 min a 3000 rpm
y se retiré el sobrenadante. Se lavaron los precipitados con H,0. Se resuspendi6 el
precipitado en 500 pl de Solucion I (sorbitol 0,9 M, 0,1 M EDTA), se afiadieron 30 ul de
Zimoliasa 20T 1mg/ml y se pasé a un tubo Eppendorf de 2 ml. Se incubé 20 min a 37°C y
tras centrifugar 1 min a 7000 rpm se desecho el sobrenadante. Se afiadi6 al precipitado 0.5 ml
de solucién II (Tris 50 mM, EDTA 20 mM pH 7.5) y se resuspendi6 con la ayuda de una
pipeta automética. Se afiadieron 13 ul de SDS 10%, se homogeniz6 en agitador de mesa y se
incub6 durante 5 min a 65°C. Se afiadieron 200 pl de acetato potasico 5 M y se incub6 en
hielo durante 5 min. Se centrifugé durante 15 min a 13000 rpm a 4°C y se paso el
sobrenadante (700 pl) a un nuevo Eppendorf que contenia 700 ul de isopropanol. Se agito
suavemente y se mantuvo 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugé 10 min a 13000 rpm
y se eliminé el sobrenadante. Se afiadieron 0.5 ml de etanol 70 % enfriado a -20°C, se
centrifug6 5 min a 13000 rpm y se eliminé el sobrenadante. Se secé el precipitado al vacio o
en campana de flujo laminar y se resuspendi6 en 30 ul de TE pH 8.0. Las reacciones de
restriccion se llevaron a cabo durante 12 h a 37°C (10 pl solucién ADN; 10 U de enzima de
restriccion; 2 ul tampén de restriceion 10x; 7 pl HpO).

Solucién I: D-sorbitol 1 M; EDTA 100 mM pH 7.5
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Solucién II: Tris 50 mM; EDTA 20 mM pH 7.5

39. Cuantificacion de ADN por citometria de flujo

Se tomé 1 ml de un cultivo en fase exponencial de crecimiento (DOsgonmn™= 0.5), se
centrifugaron las células, se lavaron en H,O y se resuspendieron en 1 ml de etanol al 70%,
incubandose a -20°C durante 30 min. Se tomaron 20 pl de esta muestra y se resuspendieron
en 1 ml de citrato sédico 50 mM, se centrifugd y el precipitado se resuspendio en 0.5 ml del
mismo tampoén, conteniendo ribonucleasa A (100 pg/ml). Después de incubar durante 2 h a
37°C se afiadi6 a la muestra 0.5 ml de citrato sddico 50 mM conteniendo ioduro de propidio
(4pg/ml) (Sigma, Espafia) y se incubé a temperatura ambiente durante 30 min. A
continuacion se sonicaron las células brevemente para desagregarlas y se midié el contenido
en ADN, utilizando para ello un equipo FACScan (Becton & Dickinson, EEUU). El
contenido en ADN se determiné midiendo la fluorescencia emitida por el ioduro de propidio

intercalado en el mismo, al ser excitado por el laser del citémetro de flujo.

40. Mapeo cromosémico de marcadores recesivos

Para poder localizar un alelo recesivo en un determinado cromosoma de S. cerevisiae
se utiliz6 un sistema basado en Falco et al (1983). El método utiliza un conjunto de cepas
cir’, cada una de ellas conteniendo ADN plasmidico integrado en el centromero de un
cromosoma diferente. Este ADN deriva del plasmido YEp24, y contiene el gen URA3, las
secuencias repetidas invertidas del plasmido de 2y, secuencias del plasmido pBR322 y
diferentes fragmentos de regiones centroméricas del cromosoma en el que se produce la
integracién. Este ADN permanece integrado en las cepas cir®, dado que al no poseer plasmido
de 2p, carecen del gen FLP necesario para la recombinacion especifica entre las secuencias
repetidas de la integracion. La pérdida especifica del ADN plasmidico junto con el
cromosoma donde esta integrado se induce en un diploide cir’/cir™ gracias a que la
integracion ocurre en el centromero del cromosoma (Falco et al. 1982, 1983) y a que la
funcién FLP aportada por el parental cir’ cataliza el evento de recombinacién necesario. Un
clon de cada diploide se cultiva en medio no selectivo (SC-Ura) para permitir la pérdida del
cromosoma que lleva la integracion y se siembran varios cientos de colonias aisladas, que
posteriormente se replican a medio selectivo para la expresion de la mutacién a mapear. Cada
diploide pierde uno de los 16 cromosomas del parental cir® con alta frecuencia, pero la

mutacion recesiva solamente se manifiesta en el diploide que contiene la cepa cit® en la que la
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integracién se da en el mismo cromosoma que el gen a mapear.

41. Medida de hidrofobicidad superficial
41.1. Método del tolueno

Se cultivaron las cepas hasta el estado fisiologico en el que se pretenda conocer la
hidrofobicidad superficial y se lavaron los cultivos en tampon fosfato potasico 0.5 M, pH 7.5
(previamente a cualquier tratamiento se lavaron las células en el tampén en el que éste se
llevaria a cabo). Se sometieron las muestras a los tratamientos de pared previstos, se agitaron
las muestras y se centrifugaron para desechar los sobrenadantes. Se lavaron los precipitados
con 5 ml de tampoén fosfato potasico 0.5 M, pH 7.5 y se resuspendieron en ese tampon a
DO660nm = 0.5.

Se tomaron 2 ml de cada muestra para cada determinacion de hidrofobicidad y se pusieron en
un tubo resistente a solventes orgénicos. Se afiadieron sin mezclar con la fase acuosa 2 ml de
tolueno. Para cada condicion se hicieron tres o cuatro determinaciones con el fin de calcular
la media de todas ellas. Se agité durante 2 min en un agitador de mesa (las condiciones de
agitacion se determinaron empiricamente para conseguir unos valores de hidrofobicidad no
demasiado extremos y se aplicaron entonces para todas las muestras a comparar). Se tomo
con una pipeta Pasteur al menos 1 ml de la fase acuosa inferior y se determing la DOgsonm de
la muestra recogida. ,

Se calculé el porcentaje de hidrofobicidad superficial como 100 x ( 1 - DO, / DO;), donde,

DOr es la media de las determinaciones de DOggonm de las fases acuosas después de agitar

con ¢l tolueno y DO; es 1a DOggonm de la muestra, antes del tratamiento con tolueno.

41.2. Método basado en la union a poliestireno

Se cultivé la cepa hasta el estado fisiologico en el que se pretendia conocer la
hidrofobicidad superficial y se lavaron los cultivos en tampén fosfato potasico 0.5 M, pH 7.5
(previamente a cualquier tratamiento se lavaron las células en el tampon en el que éste se
llevaria a cabo). Se sometieron las muestras a los tratamientos de pared previstos, se agitaron
las muestras y se centrifugaron para desechar los sobrenadantes. Se lavaron los precipitados
con 5 ml de tampén fosfato potasico 0.5 M, pH 7.5 y se resuspendieron en ese tampén a
DOs6onm= 0.5.
Se tomo 1 ml de cada muestra para cada determinacién de hidrofobicidad y se deposité sobre

una caja de poliestireno cristalino (caja de Petri). Se dejaron decantar las células durante 5
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min y se recogio el sobrenadante. Se afiadié 1 ml de tampén en el lugar donde se depositaron
las células y se sometid a agitacion orbital durante 5 min. Finalmente se recogio el
sobrenadante y se midié la densidad éptica residual (DO;). Para cada condicion se hicieron
tres o cuatro determinaciones con el fin de calcular la media de todas ellas. Se determina la

hidrofobicidad superficial de la misma forma que con el método anterior.

42. Ensayos de aglutinacion sobre levaduras

Se cultivd la cepa que se deseaba ensayar en medio rico YPD hasta fase de
crecimiento adecuada, se lavo con tampon fosfato potasico 0.1 M. pH 7.5 y se resuspendio en
este mismo tampon a una concentracion celular aproximada de 1.5x10° cel/ml. Para el ensayo
de aglutinacion se hizo una diluciéon 1:50 de esta suspensién en el sobrenadante cuya
capacidad aglutinante se quiere comprobar (usualmente se diluyeron 10 pl de la suspension

celular en 500 pl del sobrenadante).

43. Curvas de acidificacion

Se cultivo la levadura hasta las fases de crecimiento adecuadas en las condiciones
descritas previamente. Se centrifugaron los cultivos, se lavaron 2 veces con HO y se
resuspendieron los precipitados en 3 ml de H,O. Se tomaron 0.5 ml de la suspension y se
mezclaron en un tubo de vidrio de 20 ml con 0.5 ml de glucosa al 20 % y 4 ml de H,O o de
etanol al 2.5, 5, 7.5, 10% para concentraciones finales de 0, 2, 4, 6 y 8% de etanol. La mezcla
se incub6 a 30°C con agitacion y se midié el pH de la mezcla de manera continua durante los
primeros 8 min de incubacién. Al cabo de 2 h de incubacién se midié el pH de la mezcla
(pHy). Para determinar el peso seco de la suspension se tomo 0.5 ml y se seco sobre un trozo
de papel de aluminio previamente tarado, durante 12 h y a 105°C.

Con las medidas de pH a lo largo de los primeros 8 min se representaron las curvas de
acidificacion para cada cepa y medio de cultivo.

Con las medidas de pHf frente a los porcentajes de etanol en los ensayos de

acidificacion se representaron las rectas de regresion para cada cepa en los diferentes medios

de cultivo.
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1. Seleccion y mejora de una cepa vinica para fermentacion

En el proceso de elaboracion de los vinos de Jerez se pueden distinguir dos fases bien
diferenciadas en las que intervienen distintas cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae.
Como ya se describi6 en la introduccion de este trabajo, la primera fase (la fermentacion del
mosto de uva) es dirigida por una cepa seleccionada que se usa como pie de cuba. En esta
fase es fundamental que la cepa utilizada inicie con rapidez la fermentacién y lleve a cabo la
misma con gran velocidad. A la vez, es necesario que produzca toda una serie de metabolitos
secundarios importantes para las caracteristicas organolépticas del vino, y es interesante
destacar en esta fase la formacion de alcoholes superiores como el n-propanol (originado a
partir del 4cido acético y del acido piruvico), iso-butanol e iso-amilicos (procedentes de los
cetodcidos correspondientes originados en las vias de sintesis o degradacion de los
aminodacidos) (Pérez, 1979).

La introduccion de una nueva cepa en la fermentacion dirigida de los mostos de Jerez,
distinta en origen, en caracteristicas metabdlicas, etc. a las utilizadas habitualmente como pie
de cuba, daria como resultado un vino con un perfil organoléptico muy distinto al obtenido
actualmente. En este hecho se basa la primera parte del trabajo, consistente en la seleccion,
mejora y prueba de vinificacion de una nueva cepa vinica para la fermentacion de mosto de
1? yema de uva de la variedad Palomino Fino. El perfil organoléptico de los vinos “jovenes”
de Jerez es relativamente bajo y necesitan largos periodos de crianza para adquirir las
caracteristicas por las que son apreciados. La introduccién de una cepa productora de
mayores cantidades de los compuestos secundarios que son valorados positivamente en las
caracteristicas del vino, podria hacer que el tiempo de crianza fuera menor o incluso podria
permitir la comercializacion de un vino joven, sin crianza, afiadiéndose a los comercializados
actualmente.

Como punto de partida y formando parte de un trabajo anterior a esta tesis, se
procedié por parte de otros miembros del grupo a la seleccion y mejora de una levadura
vinica adecuada para los fines pretendidos. Las caracteristicas mdas destacables de la cepa
vinica IFI256 se muestran en la Tabla R-1. Esta cepa es un aislamiento natural de la
fermentacion de vino de denominacién de origen Albarifio en el Instituto de Fermentaciones
Industriales, Madrid. Como caracteristicas destacables presenta una alta tasa de crecimiento
en medios YPD e YPF (Martinez-Force y Benitez, 1995), cuyas fuentes de carbono son
glucosa y fructosa respectivamente, y que son a la vez los dos aziicares principales del mosto

de uva. Esta cepa tiene ademds bajas frecuencias, tanto espontinea como inducida, de
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aparicion de mutantes “petite”(Jiménez y Benitez, 1988) y produce altas concentraciones de
etanol tanto a 22 como a 37°C (Benitez et al., 1983). Por ultimo, presenta buena resistencia a
altas temperaturas, de manera que puede seguir dividiéndose por encima de 40°C en medio
rico YPD y por encima de 27°C en medio YPD suplementado con 10% de etanol (Jiménez y

Benitez, 1988).

Tabla R-1 Caracteristicas fisiologicas de la cepa vinica IFI256

U]

Caracteristica Medio de cultivo Valor  Referencia
Tasa méaxima de crecimiento () YPD 0.42 1
Tasa maxima de crecimiento (JL) YPF 0.41 1
Produccion de etanol a 22°C (%) YPD+50% sacarosa  13.6-14 2
Produccion de etanol a 37°C (%) YPD+50% sacarosa 11.8 2
Mutantes “petite” (%) YPD 0.5 3
Mutantes “petite” (%) YPDES 2.9 3
T? maxima de crecimiento (°C) YPD 40.5 3
T* maxima de crecimiento (°C) YPDE10 27.7 3

(l)l, Martinez-Force y Benitez, 1995; 2, Benitez et al., 1983; 3, Jiménez y Benitez, 1988

A partir de la cepa vinica IFI256 se obtuvieron por cultivo continuo cepas
superproductoras de aminodcidos de cuyas rutas derivan alcoholes superiores importantes
para las caracteristicas organolépticas del vino (Martinez-Force y Benitez, 1992). Estas cepas
superproductoras se denominan [FI1256-1977 e IF1256-1978. Tanto las cepas como el método
de obtencion de las mismas se encuentran bajo la patente “Procedimiento para la seleccion de

levaduras superproductoras de aminoéacidos”, niimero de registro P9301641.

Tabla R-2 Concentraciones intracelulares (mM) de aspartico, homoserina, treonina,

metionina y S-adenosil metionina en las cepas IF1256 e IF1256-1978
IFI256  1F1256-1978"

Asp 3.2 (1) 2,9 (0,91)
Hom <0,1(1) 142 (1420)
Thr 5,8 (1) 214 (37)
Tle 1,2 (1) 5,1 (4,2)
Met 0,2 (1) 3,5(17,3)
Ado-Met 3.1 (1) 5,3 (1,7)

) Entre paréntesis aparecen los valores relativos
de la cepa IF1256-1978 con respecto a los de la
cepa silvestre

Como puede verse en la Tabla R-2, la cepa IFI256-1978 sintetiza mayores cantidades

de los aminoécidos treonina e isoleucina que la cepa de partida IFI256, y de las rutas de
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sintesis y degradacion de estos aminodacidos derivan el isobutanol y los alcoholes isoamilicos

(Figura R-1), compuestos secundarios que confieren caracteristicas organolépticas deseables

a los vinos.
. L-Isoleucina
L-Treonina ) L-Leucina
L-Valina
2-Cetobutirico —& —p 2-ceto-3-metil-valérico
Piravico———— —# Acetil-CoA
I— 2-Acetolactico—p»- ——»vJ—> —p —pp 2-Ceto-isocaproico

1—Pro'panol l I \J *
l 2-Metil-butanol i *

3-Metil-butanol
23-Butanodiol 2-Metil-propanol #

Isoamil-acetato

Figura R-1 Rutas anabdlicas de los aminodcidos treonina e isoleucina en S. cerevisiae

1.1. Microvinificacion de mostos de 1° yema con las cepas vinicas IFI256 e IF1256-1978

Como parte de este trabajo, y con el fin de obtener vinos jovenes con mayor caracter
aromatico, se realizaron una serie de ensayos de vinificacion a escala de laboratorio,
empleando mosto de 1* yema de uva Palomino Fino, que fueron fermentados por las cepas
IFI256 e IF1256-1978 (descritas en los apartados anteriores) y la cepa utilizada como pie de
cuba industrial (PDC).

Tabla R-3 Caracteristicas del mosto utilizado para microvinificacion

Parametro ~ Valor Parametro Valor
Densidad (g/ml) 1,0813 Ac. Total (g THy/1) 3,77
pH 3,2 Ac. Volatil (g AcH/1) -
°Bé 11 Absorbancia a 420nm 0,145
Etanol (% v/v) - Absorbancia a 340nm 2,551
SO, (mg/1) 60 Absorbancia a 280nm 2,623

Las pruebas de fermentacion, en colaboracion con el grupo del Dr. Luis Pérez, en el
Departamento de Ingenieria Quimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Cadiz,
se realizaron en fermentadores de 1 1 de capacidad y por duplicado, empleando en cada caso
800 ml de mosto desfangado, corregido con 4cido tartarico hasta pH 3,2 y acondicionado en

SO; hasta 60 mg/l, cuyo andlisis se muestra en la Tabla R-3. Después de esterilizar al bafio
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Maria, durante 2 h, a 50°C, se inocul6 con la levadura previamente cultivada en este mismo
medio hasta fase estacionaria de crecimiento (el indculo fue un 4% del volumen de mosto a
fermentar). La fermentacién ocurri6 a temperatura ambiente (19°C) con agitacién ocasional.
A lo largo del proceso se tomaron medidas periddicas de las densidades del medio y del
cultivo, asi como de la viabilidad celular (Tablas Al, A2 y A3) y, una vez concluida, se
realizé una prueba analitica completa de los distintos vinos, con el fin de comparar entre si
los resultados obtenidos y estos con el mosto de partida. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla A-4. Tanto la cepa IFI256 como la superproductora de aminoacidos
IF1256-1978 inician la fermentacion con la misma rapidez que la cepa utilizada
habitualmente como pie de cuba y continuan la misma a una velocidad similar, tan solo un
poco mas lentamente que el pie de cuba industrial (Figura R-2). Ambas cepas se dividen a
niveles comparables a los de la cepa pie de cuba, presentando, ademds, porcentajes de
viabilidad superiores a los de la cepa utilizada en la industria (Tablas A1, A2 y A3 y Figura
R-2).

9 E+07

8 E+07 1

7 E+07

6 E+07

5 E+07

4 E+07 -

--&-- PDC
3 E+07 sl [F1256
— - & - -1F1256-1978

N° de células/ml

2 E+07

1 E+07

0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)

Figura R-2 Curvas de crecimiento de las cepas fermentadoras durante la microvinificacion

Del anélisis de los vinos obtenidos con las tres cepas utilizadas se desprende que la
cepa IFI256 y, sobre todo, IFI256-1978 produce mayores niveles de compuestos apreciados
organolépticamente que la cepa utilizada como pie de cuba industrial destacando la cepa
IF1256-1978 por los niveles de alcoholes superiores producidos (Tabla A-4 y Figura R-3). A

su vez la produccién de acetaldehido se ve considerablemente reducida en los vinos de estas
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300
B Metanol
250 - B n-Propanol
B iso-Butanol
= @ n-Butanol
?l 200 A B 2-metilbutanol
\; B 3-metilbutanol
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]
&)
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PDC IFI256 1F1256-1978
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Figura R-3 Niveles de alcoholes producidos por IF1256 e IF1256-1978 durante la microvinificacién

dos cepas y el grado alcohdlico de los mismos es sensiblemente menor que en el caso del pie
de cuba, por lo que estos nuevos vinos pierden en parte las dos caracteristicas principales del
vino producido con el pie de cuba industrial (alto grado alcoholico y elevado nivel de
acetaldehido) y ganan en compuestos importantes para el caracter aromdtico, como se
muestra en los datos de produccion de los distintos alcoholes superiores (Tabla A-4, Figura
R-3).

En el caso de IF1256-1978 la produccion de compuestos secundarios importantes para
el aroma es excesiva, de acuerdo con los primeros analisis sensoriales realizados, y habria
que estudiar en el futuro la posibilidad de utilizar una mezcla de las cepas silvestre y
superproductora de aminoacidos en proporciones adecuadas.

Los resultados obtenidos en la fermentacion con la cepa IFI256 y las posibilidades de
mejora por manipulacion genética pasan por el analisis genético y la caracterizacion de esta

cepa.

1.2. Caracterizacion genética de la cepa vinica IFI256.

1.2.1. Esporulacién de la cepa vinica IF1256

Se llevé a cabo la esporulacién de la cepa vinica IFI256 con los medios y
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temperaturas de preesporulacion y esporulacion para cepas de laboratorio y los
resuitados obtenidos se muestran en las Figuras R-4, R-5, R-6 y R-7 (Tablas A-5, A-6,
A-7, A-8).

100

Medio de preesporulacion

| YPD @ YPD+Zn
0 YNB+2% Gluc. B YNB+6% Gluc.
B YNB+2% Gluc.+Zn B YNB+6% Gluc.+Zn

1%AcK+ 1%AcK+ 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK

Gluc. Gluc. + Glue. + Glue. +Glue. +Gluc. +YEP +YEP+ +Zn
+YEP +YEP+ +YEP +YEP+ +Zn Zn
Zn Zn

Medio de esporulacién

Figura R-4 Porcentajes de esporulaciéon en IFI256

100

Medio de preesporulacion

HYPD B YPD+Zn
0 YNB-+2% Gluc. 0 YNB+6% Gluc.
HYNB+2% Gluc.+Zn B YNB+6% Gluc.+Zn

1%AcK+ 1%AcK+ 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK 3,5%AcK

Glue. Gluc. + Glue. +Glue. +Glue. + Gluc. +YEP +YEP+ +Zn
+YEP +YEP+ +YEP +YEP+ +Zn Zn
Zn Zn

Medio de esporulacién

Figura R-5 Porcentajes de diadas tras la esporulacion de IFI256
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Figura R-6 Porcentajes de tétradas tras la esporulacion de IFI256
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Figura R-7 Porcentajes de células vegetativas tras la esporulacién de IFI256

La cepa IF1256 esporulé dando solamente ascas que contenian una o dos esporas
(Figura R-8) y no da lugar a ascas con tres o cuatro esporas. Este fenotipo se ha descrito
en varias cepas industriales de S. cerevisiae y al mismo se ha llamado esporulacién
apomictica (Grewal y Miller, 1972). Se han identificado algunos genes cuyas

mutaciones dan lugar a este fenotipo, como consecuencia de un fenémeno de no
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disyuncion en una de las dos divisiones meidticas (Klapholz y Esposito, 1980; Klapholz
y Esposito, 1980b). Las esporas de las diadas apomicticas tienen, por tanto, el mismo

contenido en ADN que la cepa parental.

Figura R-8 Diadas de la cepa vinica IFI256

Se han descrito en la literatura algunas modificaciones nutricionales en los
medios de preesporulacion y esporulacion que producen una reversion parcial de este
fenotipo, de manera que las cepas apomicticas esporulaban dando lugar a un
considerable porcentaje de ascas con tres y cuatro esporas (Bilinsky y Miller, 1980). En
este sentido se sustituyeron los medios de preesporulacion y esporulacion
convencionales por medios definidos, con altas concentraciones de glucosa (en el medio
de preesporulacion) y de acetato potasico (en el de esporulacion), como Unicas fuentes
de carbono y se modificaron ambos medios con la adicién de sulfato de zinc (25 pg/ml).

Se probaron estas condiciones de esporulacion en IFI256 y a pesar de que el
porcentaje de esporulacion disminuy6 considerablemente, se obtuvo hasta un 8,9 % de

ascas con cuatro esporas (Tabla A-7)

1.2.2. Constitucién cromosémica y contenido en ADN de la cepa vinica IFI1256

Se llevaron a cabo electroforesis de cromosomas de la cepa IFI256 con el equipo
CHEF-DR®II (Bio-Rad Laboratories, EEUU) descrito en Materiales y Métodos,
obteniéndose un patrén definido de 19 bandas cromosémicas de diferente tamaiio.
Como marcador de cromosomas de tamafio molecular conocido se utiliz6 la cepa
comercial YNN295 (Bio-Rad Laboratories, EEUU) y el resultado se muestra en la

Figura R-9. La preparacion de las muestras y las condiciones de electroforesis fueron las
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descritas en Materiales y Métodos. Este resultado, teniendo en cuenta el contenido en
ADN medido posteriormente (1.7c), indica que IFI256 posee cromosomas homologos

de diferente tamafio.

w0
=
N
Z
Z
>

B16

Figura R-9 Electroforesis de cromosomas de la cepa IF1256

El contenido en ADN cromosémico en la cepa IFI256 se determind por citometria de
flujo con un equipo FACScan (Becton & Dickinson, EEUU), utilizando las cepas de
laboratorio S288C y DS81 como controles haploide y diploide, respectivamente. Como
muestra la Figura R-10, IFI256 tiene un contenido en ADN de aproximadamente 1,7¢, valor
intermedio entre los de los controles haploide y diploide. Una meiosis correcta daria lugar a
esporas de una reducidisima viabilidad, dado el escaso contenido en ADN de la cepa

parental.
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Figura R-10 Citometria de flujo de la cepa IFI256

1.2.3. Micromanipulacién de esporas de IFI1256

Se llevd a cabo la esporulacion de IFI 256 en condiciones de produccion de diadas y
en las condiciones en las que se producen mayor porcentaje de tétradas. Se llevd a cabo la
digestion de las ascas y la micromanipulacion de las esporas contenidas en diadas y tétradas.
En la nomenclatura de las esporas, la letra “D” significa que procede de una diada, la letra
“T” que procede de una tétrada, el “numero” es el ndmero de orden del asca
micromanipulada y “a”, “b”, “c” y “d” son las letras que identifican a las esporas de un
mismo asca. Se produjo un 100% de viabilidad en las ascas micromanipuladas (11 diadas y
12 tétradas), por lo que parece que no se esta dando una division reduccional en las meiosis
que dan lugar a las ascas de cuatro esporas. Ninguna de las esporas presentaba auxotrofias
(Tabla R-4), y solamente las esporas T-10a y T-10b presentaron incapacidad para esporular y
deficiencia en respiracion. Para comprobar si estas esporas eran “petite” nucleares o

mitocondriales, se procedi6 a la transferencia de mitocondrias de la cepa de laboratorio K5-
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5¢, que porta la mutacién recesiva karl-1, impidiendo la fusién de nicleos en un 90-95% de
los apareamientos, aunque s6lo es necesario que uno de los niicleos presente dicha mutacion
(Conde y Fink, 1976; Rose y Fink, 1987). Se comprob6 que dicha transferencia revertia el
fenotipo “petite” y ambas esporas recuperaban la capacidad para esporular, produciendo
Unicamente ascas con dos esporas en porcentajes del 54% y 67%. Por tanto, no existe
incompatibilidad nucleo-citoplasmatica para la respiracion o la esporulacion de estas esporas
cuando se les transfieren mitocondrias de la cepa de laboratorio K5-5¢. Por otra parte se
demuestra que la incapacidad para esporular se debia a un defecto de respiracion por

alteracion del genomio mitocondrial.

Tabla R-4 Caracteristicas de las esporas de IFI256

Segregacion (1)

Diadas Tétradas
Caracteristica 2500 110 ot 400 371 272 173 04

Viabilidad 11 0 0 12 0 0 0 0
Prototrofia 11 0 0 12 0 0 0 0
"Petite" 0 0 11 0 0 1 0 11
Esporulacién 11 0 0 1% 0 1 0 0
Conjugacion  a 0 0 11 0 0 0 0 12

o 0 0 11 0 0 0 0 12

M) +: presencia del caracter; -: ausencia

@ La generacion F, también muestra una segregacion 4 :0” con respecto a la esporulacién

1.2.4. Constitucién cromosémica y contenido en ADN de las esporas de IFI256

Se llevaron a cabo electroforesis de cromosomas y determinaciones de ADN para las
esporas descritas en el apartado anterior. Tanto las esporas procedentes de diadas
(apomicticas) como las procedentes de tétradas (meidticas) presentaron el mismo patron
cromosomico (Figura R-11) y la misma cantidad en ADN (Figura R-12) que la cepa parental
IF1256.

La falta de segregacion en los productos meidticos de la diadas (auxotrofias, sexo,
capacidad para esporular, respiracion, contenido en ADN, cariotipo electroforético) indica
que en la esporulacion apomictica de la cepa IFI256 no se da la primera division meidtica y
parece haber ausencia de recombinacion mei6tica. Otros autores (Esposito y Klapholz, 1981;
Malone y Esposito, 1981) han demostrado previamente que la esporulacién apomictica se

puede dar incluso en ausencia de recombinacién mei6tica, como ocurre en cepas apomicticas
spoll orad52-1.
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Figura R-11 Electroforesis de cromosomas de las esporas de la cepa IFI256
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Figura R-12 Citometria de flujo de las esporas de la cepa IFI256
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Por otro lado, a pesar de que el contenido en ADN de la cepa IFI256 es 1,7 n, las
esporas de las tétradas presentan 100% de viabilidad. Ademds presentan el mismo contenido
en ADN que la cepa parental y su mismo patron electroforético. Todo ello sugiere la
hip6tesis de que las variaciones nutricionales ensayadas en los medios de preesporulacion y
esporulacion provocan un determinado porcentaje de sucesos de endomitosis, seguidos de
esporulacién apomictica en cada uno de los nicleos formados. Descartamos la posibilidad de
que los clones derivados de las esporas “meidticas” dupliquen su contenido en ADN por ser
homotalicas, debido a que la viabilidad de tales esporas seria practicamente nula si se diera

una verdadera division reduccional, dada la pequefia cantidad de ADN de la cepa parental

IFIMMY
1F1256

Productos meiéticos

:
2 2

Figura R-13 Electroforesis de cromosomas de IFIMMY y esporas

1.2.5. Conjugacion de IFI256 con cepas de laboratorio

Se deseaba determinar si los alelos responsables de la esporulaciéon apomictica son
recesivos con respecto al gen presente en cepas que esporulan normalmente. Para ello se
llevé a cabo la conjugacion de la cepa IFI1256 con cepas de laboratorio. IFI256 no conjuga en
condiciones normales con cepas de laboratorio haploides, por lo que se llevo a cabo el
procedimiento de apareamiento forzado con las cepas MMY1 y MMY?2, seleccionando los
hibridos en medio minimo SD con cicloheximida 1pug/ml. Se corrieron electroforesis para
comprobar que los clones que crecian en el medio selectivo eran verdaderos hibridos. La

Figura R-13 muestra que éstos tienen un patrén cromosémico mezcla de los de las cepas

parentales (IFI256 y MMY1 o MMY?2).
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1.2.6. Esporulacion de los hibridos IFIMMY

Para determinar si las mutaciones de IFI256 son dominantes o recesivas,
posteriofmente se llevo a cabo la esporulacion de los hibridos en las condiciones normales de
esporulacion, en las que IFI256 no produce ascas de cuatro esporas. Como muestra la Figura
R-14 (Tabla A-9), los hibridos producen ascas con cuatro esporas, por lo que las mutaciones

de la cepa IFI 256 son recesivas.

B IFIMMY |
B IFIMMY2

%% de Esporuladin

Total ascas 1 2 3 4

(%) Esporas/asca

Figura R-14 Esporulacién de los conjugantes IFIMMY

1.2.7. Micromanipulacién de esporas del hibrido IFIMMY

Se hicieron esporular los hibridos IFIMMY bajo condiciones normales de
esporulacion para llevar a cabo la micromanipulacién de tétradas. Se micromanipularon 15
tétradas, obteniéndose tan sélo 10 esporas viables (16,6 % de viabilidad), que presentaron
segregacion en el patrén electroforético de cromosomas (Figura R-13), por lo que parece que

estas tétradas son el resultado de meiosis en las que se han dado las dos divisiones meioticas.

1.2.8. Mapeo cromosémico del alelo apomictico de IFI256

Para poder localizar en un determinado cromosoma de S. cerevisiae el o los alelos
recesivos causantes de la apomixia en IFI256 se utilizé el sistema basado en Falco (Falco et
al, 1982, 1983) y descrito en Materiales y Métodos en el apartado "Asignacién de marcadores

recesivos a cromosomas concretos".
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Previamente, como se describe en Materiales y Métodos, se obtuvo un mutante ura3
de IF1256 por mutagénesis con EMS y seleccion en medio FOA. Se obtuvo un clon resistente
a acido 5-fluororético 0.5 mg/l y posteriormente se homocigotizé la mutacion cultivando el
mutante en medios con concentracion creciente de 4cido fluororético (desde 1 hasta 3mg/ml).
Se comprobd este ultimo extremo por incapacidad del mutante para crecer en medio SC-Ura.
Posteriormente se transformé el mutante con el plasmido Ycp50, que lleva el gen URA3 de S.
cerevisie. El plasmido complemento la mutacion del mutante Ura” de la cepa IFI256, es decir,
el transformante fue capaz de crecer en medio SC-Ura, por lo que el gen mutado en este
mutante es URA3.

Se llevé a cabo el apareamiento forzado del mutante ura3 de IFI256 con cada una de
las 16 cepas cir®, seleccionando los conjugantes en medio minimo SD. Posteriormente se
confirmé que todos ellos mostraban un patrén electroforético de cromosomas mezcla de los
de las cepas parentales (datos no mostrados).

A continuacioén se llevo a cabo la esporulacion de los 16 hibridos en condiciones
normales de esporulacion y se confirmé la formacion de ascas de cuatro esporas en todos
ellos (el medio de esporulacion carece de uracilo, para minimizar la perdida de cromosomas
durante la esporulacion). La pérdida especifica del ADN plasmidico junto con el cromosoma
donde esta integrado se facilita cultivando posteriormente los diploides en medio rico YPAD.
Los clones que han perdido cada cromosoma se seleccionan sembrando en medio selectivo
para clones resistentes a acido fluorordtico (medio FOA).

Finalmente se pusieron a esporular los clones que han perdido su cromosoma, en las
mismas condiciones que antes de permitir la pérdida de cada cromosoma, y se mird en cual
de los hibridos ha dejado de producirse ascas con cuatro esporas. Este seria el clon que ha
perdido el cromosoma donde se encuentran los alelos que complementan la mutacion de la
cepa IFI256. Tras la esporulacion, todos los clones siguen dando ascas con cuatro esporas,

salvo el clon IFIB7174, que es aquel que pierde selectivamente el cromosoma VIII de S.

cerevisiae.

1.2.9. Conjugacioén de IFI256 con cepas Spo

Los genes SPO12 y SPO13 estan localizados en el cromosoma VIII de S. cerevisiae
cuyas mutaciones spol2-1y spol3-1 provocan esporulacién apomictica en la cepa portadora
(Klapholz y Esposito, 1980; Klapholz y Esposito, 1980b). Se llevaron a cabo experimentos
de conjugacion del mutante ura3 de la cepa IFI256 con cepas defectivas en estos genes con

objeto de determinar si la cepa IFI256 también era defectiva en ellos.
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Esporulacion

@

Figura R-15 Esporulacién de los conjugantes IFIREE

Tanto las cepas REE (mutantes spo) como los plasmidos con los genes SPOI2 y
SPO13 fueron amablemente cedidos por la Dra. Rochelle Easton Esposito (Universidad de
Chicago, EEUU). En la Figura R-15 se esquematizan los resultados obtenidos tras la
esporulacion de los conjugantes. Estos siguen dando s6lo ascas con dos esporas si el parental
REE es spoil2 y aparecen diferentes porcentajes de ascas con cuatro esporas si el parental
REE es SPOI2, en ambos casos independientemente de que a la vez sea spol3 o SPOI3, por
lo que podemos decir que la cepa IF1256 tiene un genotipo spol2 SPOI3.
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1.2.10. Transformacién de la cepa IF1256 con el gen SPO12 de S. cerevisiae

Se transformd la cepa IFI256 con un plasmido que llevaba el gen SPOI2 de S.
cerevisiae (pSL1), con el fin de complementar la mutacién spol2 de esta cepa y revertir el
fenotipo apomictico de la misma.

Se llevaron a cabo algunas modificaciones sobre el método de transformacion descrito
en Materiales y Métodos, ya que con el protocolo descrito para las cepas de laboratorio no se
obtuvieron transformantes. Asi, antes de resuspender las células para llevar a cabo la mezcla
de transformacién, se incuban con agitacién a 30°C durante 30 min, resuspendidas en 1 ml
solucién de acetato de litio (LiAc-TE). La mezcla de transformacion se incuba durante 60
min sin agitacion y el choque térmico se reduce a 5 min a 42 °C. Con estas modificaciones se
obtuvieron frecuencias de 1,5x10° transformantes/ig de ADN, frecuencias similares a las
obtenidas para cepas de laboratorio.

La cepa transformada continu6é dando solamente ascas con dos esporas (Figura R-15),
por lo que supusimos la existencia de al menos una nueva mutacién en el cromosoma VIII,
ademds de la localizada sobre SPOI2, y que impedia una esporulaciéon normal en la cepa
IFI256 transformada con el gen SPOI2. Se esta tratando de identificar un segundo gen que
pudiera estar afectado, mediante la transformacion de IFI256 con una minigenoteca del
cromosoma VIII de S. cerevisiae, pero hasta el momento no se han obtenido resultados
positivos. En conclusién, IFI256 presenta al menos dos mutaciones distintas localizadas en el
cromosoma VIII, una de ellas afectando al gen SPOI2, y que le confieren la caracteristica
para esporular apomicticamente. Presumiblemente éste es un mecanismo adaptativo que
permite, pese a su bajo contenido en ADN, la supervivencia de su descendencia en

condiciones que desencadenan la esporulacion.

2. Caracterizacién y mejora de una cepa vinica para crianza biolégica

En la segunda fase de la elaboracion de los vinos de Jerez (fase de crianza biolégica)
intervienen nuevas cepas de Saccharomyces ausentes en la fase fermentativa. La poblacién
existente en los velos de flor en los sistemas de crianza biologica se compone
fundamentalmente de distintas razas de Saccharomyces  cerevisiae, con un notable
predominio de S. beticus, seguida de S. montuliensis y en menor medida de S. cheresiensis y
S. rouxii (Martinez et al., 1995).

Estas cepas estdn presentes en las botas de los sistemas de afiadas y solerajes y han

sido seleccionadas de manera empirica por los productores de vinos en base a las
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caracteristicas organolépticas que conferian al vino durante la crianza. Son cepas que forman
velo de flor, presumiblemente como un mecanismo adaptativo que permite a las levaduras
crecer en un medio con elevado grado alcohdlico y donde las tinicas fuentes de carbono

utilizables son respirables.

2.1. Pérdida del ADN mitocondrial inducido por etanol y acetaldehido

El alto contenido alcohdlico del vino fino y la ausencia de fuentes de carbono
respirables habria favorecido un tinico tipo de mitocondrias especialmente adaptado a esas
condiciones. Sin embargo, se ha observado un patron de restriccion de ADNmit
tremendamente variable para las distintas cepas de levadura de flor analizadas, pero constante
para la misma cepa. Se ha querido determinar si la variabilidad es inducida por algun
compuesto que tenga efectos mutagénicos sobre el ADNmit y que se encuentre presente en el
vino, como por ejemplo etanol y acetaldehido, cuyas concentraciones en los vinos finos de la

Denominacién de Origen de Jerez son inusualmente altas (Martinez et al., 1995).

YPDAc0.1

H Petites

YPDAC0.08 | B Grandes

YPDACc0.06
YPDACc0.04
YPDACc0.02

YPD

Medios de cullive

YPDE2

YPDE4

YPDE6

0 20 40 60 80 100
%

Figura R-16 Cultivo de levaduras en medios con etanol o acetaldehido

Se cultivo la cepa AWI-1b en medio YPD suplementado con etanol o acetaldehido, a
las concentraciones indicadas en la Figura R-16, hasta final de la fase exponencial de
crecimiento. Entonces se recogieron muestras y se sembraron diluciones adecuadas en cajas

de medio YPDG, para obtener entre 100 y 250 colonias por caja. Se midio6 la frecuencia de
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aparicién de mutantes "petite" y se seleccionaron azarosamente algunos de ellos para llevar a
cabo analisis de polimorfismos de restriccion de ADNmit. Los resultados muestran una
proporcionalidad directa entre las concentraciones de etanol o acetaldehido utilizadas en el

medio de cultivo y las frecuencias de aparicion de mutantes "petite" (Figura R-16).

AHindIH1
2-EcoRI/HindI11
AWI-1b

A-HindII
2~EcoRI/HindIH

Grande-2
Petite-1
Petite<2
Petite-3
Petite-4
Petite-5
Petite-6
Petite-7
Petite-8
Petite-9
Petite-10

Figura R-17 Electroforesis de ADNmit de los mutantes “petite” aparecidos en medio

con etanol en fase exponencial de crecimiento

Las Figuras R-17 (medio con etanol) y R-18 (medio con acetaldehido) muestran
ademas el gran polimorfismo encontrado en los patrones de restriccién de ADN mitocondrial,
de manera que la inmensa mayoria de mutantes "petite" encontrados son rho’, es decir sus
mitocondrias no son funcionales pero ain conservan DNA mitocondrial

Algunos de estos mutantes fueron reinoculados en el mismo medio en el que fueron
seleccionados y se incubaron en las mismas condiciones durante 10 dias. Al cabo de ese
tiempo se procedi6 a sembrar colonias aisladas en medio YPDG vy se realizo analisis RELP de
algunos clones "petite". Como muestran las Figura R-19 (etanol) y R-20 (acetaldehido),
muchos de los clones derivados del "petite” original han perdido completamente el DNAmit,
es decir aparecen "petites" rho° a partir de un "petite" original rho".

El vino fino es un medio de cultivo con un alto contenido en etanol y acetaldehido
(Martinez et al., 1995) y estos compuestos estan ejerciendo un efecto mutagénico constante

sobre las mitocondrias de las levaduras responsables del envejecimiento bioldgico del mismo.
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Figura R-20 Electroforesis de ADNmit de los mutantes “petite” aparecidos

en medio con acetaldehido tras diez dias de cultivo

Muchos de estos mutantes son incapaces de sobrevivir en el vino debido a que la
Unica fuente de carbono utilizable, el etanol, es sélo respirable, con lo que estan fuertemente
contraseleccionados. Por el contrario los clones "grandes" de una misma cepa presentan
reiterativamente el mismo patrén de RFLP. Estos datos, junto a la reiteracién de patrones
mitocondriales encontrados en cada levadura de velo de flor nos indican un importante

proceso de seleccion de ciertos genomios mitocondriales, extraordinariamente eficientes en

las condiciones de cultivo que encontramos en los vinos finos.

2.2. Utilizacion de distintas fuentes de carbono por la cepa vinica B16

Las cepas pertenecientes a S. beticus y S. cheresiensis son mas rapidas formando velo
que S. montuliensis y S. rouxii, y a su vez son las que presentan mayor viabilidad y menor
frecuencia inducida de formacion de petites (Martinez et al., 1995). En base a estas

caracteristicas, se utilizo la cepa B16, perteneciente a S. beticus, para tratar de caracterizar y

mejorar el proceso de formacion de velo de flor en los vinos finos de Jerez.
Con el fin de buscar un marcador que permitiese la seleccién de conjugantes de la
levadura de flor B16 con otras cepas se comprobo la capacidad de la cepa B16 para utilizar

diferentes fuentes de carbono cultivandola en medios SL, SGa, SM, SR, SS y SD. B16 fue
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capaz de utilizar glucosa, sacarosa y rafinosa y no asi maltosa, galactosa ni lactosa.

2.3. Conjugacion de la cepa vinica B16 con IM1-8b

Para determinar si los genes responsables de los fendmenos de agregacion celular que
se dan en la floculacion y en la formacion de velo de flor son los mismos, se llevé a cabo la
conjugacion de la cepa vinica formadora de velo B16 con la cepa floculante IM1-8b. El
método de conjugacion utilizado fue apareamiento forzado y el medio de seleccion medio
minimo SM, dado que IM1-8b presenta varias auxotrofias y utiliza maltosa como fuente de
carbono y B16 es prototrofa e incapaz de utilizar la maltosa como fuente de carbono.

Se seleccioné un clon capaz de crecer en medio selectivo (B16IM1) del que se
comprobo que poseia un patron electroforético de cromosomas mezcla de los de las dos cepas
parentales (Figura R-21). Esta cepa fue capaz de aglutinar en medio rico YPD, alcanzando el
mayor grado de floculacion al final de fase estacionaria, al igual que el parental IM1-8b
(Sieiro et al., 1995; Sieiro et al., 1997). También fue capaz de formar velo cuando se cultivé a
22°C en vino sobretabla, después de llegar a fase estacionaria en medio rico YPD. Por tanto

ambos fenotipos son dominantes.

W)
&
g
S

| B16
B16IM1
IM1-8b
YNN295

Figura R-21 Electroforesis de cromosomas de la cepa B16IM1

2.4. Micromanipulacion de esporas de B16IM1

Para llevar a cabo un andlisis genético del fenémeno de formacion de velo de flor en
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la cepa B16IMI, se llevé a cabo la esporulacion y micromanipulacion de tétradas. Se
micromanipularon 37 tétradas distintas y no se obtuvo ninguna de ellas con las cuatro esporas
viables. Se obtuvo una viabilidad del 23,6 % (35 esporas viables) y en la Tabla R-5 se
resumen los datos encontrados para el fenotipo de floculacién y de formacion de velo en vino
sobretabla, y en vino sobretabla diluido con agua hasta obtener una concentracion de etanol
del 5%. El hecho de que encontremos esporas capaces de formar velo a la vez que carecen de
capacidad para flocular y viceversa nos indica que al menos alguno de los genes necesarios
para el proceso de formacion de velo es especifico de este proceso y no participa en el
fenémeno de agregacion celular que conduce a la floculacion. Lo mismo se puede decir de, al

menos, alguno de los genes necesarios para que ocurra la floculacion.

Tabla R-5 Segregacion de la floculacién y de la formacién de velo en esporas de B161M1

Floculacion Formacion de Floculacion Formacion de
enmedio veloenvino N°de enmedio veloenvino N°de

Cepa YPD sobretabla  esporas YPD diluido esporas
B16 - + - +
IM1-8b + - + -
B16IM1 + + + +
Esporas + + 5 + + 11

+ - 9 + - 3

- + 8 - + 19

. - 13 - - 2

2.5. Conjugacién de la cepa vinica B16 con cepas de laboratorio

Para conocer la estructura cromosémica de la cepa vinica B16 y tratar de mejorar el
proceso de formacién de velo de flor, se llevé a cabo la conjugacién de esta cepa con las
cepas de laboratorio YNN295 y GT153-6a. Estas cepas portan numerosos marcadores
genéticos de utilidad para el andlisis meidtico de los conjugantes y es ésta la razén por la que
fueron utilizados. El método de conjugacion utilizado fue apareamiento forzado y el medio
de seleccion medio minimo SM, dado que las cepas de laboratorio presentan varias
auxotrofias y pueden utilizar maltosa como fuente de carbono. B16, por el contrario, es
prototrofa e incapaz de utilizar maltosa como fuente de carbono.

Se seleccionaron clones capaces de crecer en medio selectivo y se comprob6 que
poseian patrones electroforéticos de cromosomas mezcla de los de las dos cepas parentales
(datos no mostrados). Las cepas conjugantes (B16YNN y B16GT) fueron capaces de formar

velo cuando se cultivaron a 22°C en vino sobretabla diluido con H,O hasta 5% (v/v) de
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etanol, después de llegar a fase estacionaria en medio rico YPD.

Tabla R-6 Segregacién de marcadores en las esporas de la cepa BI6GYNN

Segregacion Marcadores de auxotrofia
Ade+/Ade- Urat+/Ura- Trp+/trp- Hist/His- Lys+/Lys- Gal+/Gal- Mal+/Mal-
Tétradas
completas CHR1 CHRV CHRIV CHRII CHRII CHR VII
4:0 7 8 8 7 9 2 4
3:1 1 0 0 2 0 1 1
2:2 1 1 1 0 0 6 3
1:3 0 0 0 0 0 0 1
0:4 0 0 0 0 0 0 0
Total esporas 33/3 34/2 34/2 34/2 36/0 23/13 26/10

92%:8% 94%:6%  94%:6% 94%:6% 100%:0% 64%:36% 72%:28%

Incompletas 74/8 81/1 79/3 77/5 76/6 72/10 73/9
90%:10%  98%:2%  96%:4% 94%:6% 93%:7% 88%:12% 89%:11%

Total 107/11 115/3 113/5 111/7 112/6 95/23 99/19
90%:10%  97%:3%  97%:3% 94%:6% 95%:5% 80%:20% 84%:16%

2.6. Micromanipulaciéon de esporas de BIGYNN

Se llevo a cabo la esporulacion y micromanipulacion de tétradas del conjugante
B16YNN con objeto de llevar a cabo un analisis meidtico que proporcionara informacion
acerca del niimero de cromosomas de la cepa B16 y el nimero de genes implicados en la
formacion de velo de flor Se micromanipularon 60 tétradas distintas y se obtuvieron 9 de
ellas con las cuatro esporas viables. La viabilidad del conjunto de esporas micromanipuladas
fue del 49,2 % (118 esporas viables). En la Tabla R-6 se resumen las segregaciones
encontradas para los marcadores de auxotrofia, tanto para las tétradas completas como para
las incompletas. Las frecuencias de auxétrofos que cabrian esperar si hubiesen 1,2 6 3 copias
del cromosoma vinico homélogo al portador del alelo de cada auxotrofia serian del 50%,
81% (Figura R-22) 6 96%, respectivamente, y dado que aparecen esporas auxétrofas en muy
baja proporcién, podriamos indicar que B16 posee varias copias (tres en la mayoria de los
casos) de cada uno de los cromosomas en los que se encuentran los marcadores de auxotrofia.
En la Tabla R-7 se muestra la segregacion encontrada para la formacion de velo de flor en las
esporas de tétradas completas. La proporcion de esporas formadoras de velo se aproxima a
una proporcién 2/3":1/3". La gran cantidad de ascas incompletas nos indica que en las meiosis

de este conjugante se estan produciendo frecuentes pérdidas de cromosomas que
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Figura R-22 Esquema de la segregacién esperada para un marcador recesivo situado en una de las copias

1124%:0

de un cromosoma trisémico

reducen la viabilidad de las esporas y hacen dificil un anélisis meidtico que permita
establecer el nimero de genes implicados en el fenémeno de formacién de velo. Sin
embargo, la frecuencia de esporas que forman velo (2/3) y la presencia de tétradas 3":1" y

+ - . . .
1":3" indican que son necesarios varios genes

2.7. Micromanipulacién de esporas de BI6GT

La cepa GT153-6a posee un marcador recesivo distinto en 14 de sus 16 cromosomas
por lo que es util para tratar de establecer de una forma muy precisa, mediante analisis
meiético, el nivel de ploidia aproximado de la cepa B16 y tratar de asignar el o los genes
responsables de la formacion de velo a cromosomas concretos. A pesar de haber

micromanipulado 110 tétradas del conjugante B16GT, no se obtuvo ninguna con 4 esporas
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Tabla R-7 Formacién de velo de flor por esporas de tétradas completas

de la cepa BI6GYNN
Tétradas
Esporas 30 32 42 43 45 56 60 65 74
A+ -+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+
B + - + + - + - - +
C + + - - - - 4+ + o+
D + - - - + 4+ + + + Total

Flor":Flor 4:0 1:3 2:2 2:2 2:2 3:1 3:1 3:1 4:0 24:12

viables. Se obtuvieron un total de 105 esporas viables, que representa un 23,8 % de
viabilidad. En la Tabla R-8 se muestran los porcentajes de esporas auxotrofas para los
distintos marcadores utilizados y el porcentaje de esporas con capacidad para formar velo en
vino sobretabla diluido con H,O hasta un porcentaje de etanol del 5% (v/v). La probabilidad
de encontrar una espora protétrofa si la cepa B16 fuera haploide seria igual a 6107 (0,5').
Esta probabilidad seria de 0,09 (0,83') y 0,56 (0,96'*) si B16 aportara 2 6 3 copias de cada
cromosoma, respectivamente. Al haber obtenido un porcentaje de protdtrofos del 42%,

podemos decir que el nivel de ploidia aproximado de la cepa B16 es 3n.

Tabla R-8 Segregacion de auxotrofias y formacion de velo en esporas de la cepa B16GT

Marcador Cromosoma Fenotipo N° de esporas %

- - Flor* 54 51
adel 1 ade’ 3 3
gal2 I gal’ 19 18
leul VII i
leu2 1 leu 47 45
aro3 v aro’ 3 3
ura3 A% ura’ 0 0
his2 VI . -
his6 IX his 2 2
argd VIII arg’ 2 2
ile3 X ile’ 1 1
metl4 XI met’ 3 3
asp> XII asp’ 1 |
lys7 X111 N
lys9 XIV lys 3 3

- - Protétrofos 44 42

2.8. Seleccion de esporas de B16GT buenas formadoras de velo
Se llevo a cabo un proceso de seleccion de esporas del conjugante B16GT que fueran
resistentes a altas concentraciones de etanol y que formaran velo rapida y abundantemente.

Para ello se cultivaron las esporas viables en YPD hasta fase estacionaria temprana y se
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pusieron a formar velo en vino sobretablas y vino sobretablas diluido en H,O hasta una
concentracion en etanol del 5% (v/v). Se incubaron los indculos a 22°C, sin agitacion y se
seleccionaron aquéllos que formaron un velo abundante y lo hicieron a igual o mayor
velocidad que la cepa B16. De entre las esporas seleccionadas se conjugaron entre si aquellas
que eran de distinto sexo y que tenian marcadores de auxotrofia complementarios, con el fin
de obtener conjugantes en medio minimo SD. Asi se seleccionaron los conjugantes BGT249,
BGT269 y BGT409, procedentes de los cruces de la espora BGT-9a (MATa ade’) con las
esporas BGT-24b (MATo lew’), BGT-26a (MATo lew asp), BGT-40a (MATo leu ilv'),
respectivamente. Se llevaron a cabo experimentos de inhibicion del crecimiento de estos
conjugantes en medios con concentracion creciente de etanol y de formacion de velo en vino
sobretablas. Los tres conjugantes tienen mayores tasas de crecimiento que la cepa B16 en
todos los medios probados (Figura R-23 y Tabla A-11) y dos de ellos (BGT249 y BGT409)
forman velo de flor con mayor rapidez que esta cepa (Figura R-24). El tercer conjugante

(BGT269) no llega a formar velo en vino sin diluir.

0,45
0,40 -
0,35 - BBI6
g OBGT249
0,30 - BBGT269
: B BGT409
g 0,25 -
0,20 -
o
3 o015 |
H 2
0,10 -
0,05 -
0,00 - e e

YPD YPDE3 YPDE6 YPDE9 YPDE12 YPDEI1S
Medio de cultivo

Figura R-23 Crecimiento de los conjugantes de esporas BGT en medios con etanol

2.9. Tratamiento de velo de flor con proteasas
Para determinar si la naturaleza de los componentes superficiales responsables de la
formacion de velo eran proteinas, se sometié a la cepa B16 en fase de formacién de velo a

tratamientos con distintas proteasas. Se cultivé la cepa vinica B16 en medio rico YPD, se
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Figura R-24 Formaci6n de velo de flor por los conjugantes de esporas BGT

lavé el cultivo con H,O y se resuspendié en vino sobretablas. Se incubo a 22°C hasta la
formacion de un velo abundante (10 dias). Se recogi6 el velo con la ayuda de un asa de
siembra y se transfirié con mucho cuidado sobre la superficie del tampén en el que se iba a
llevar a cabo el tratamiento con proteasas. Se incubo durante 3 h a 30°C y se midi6
periddicamente la desagregacién producida por los tratamientos con proteasas,
determinandose la DOggonm del tampon. Con la accién de las Proteasas I y IV se liberan
células al tampon con lo que se da un incremento de la DOggonm. Como se puede ver en la
Figura R-25, el tratamiento con proteinasa K produce un descenso de la DOgsonm, debido a
que las células que se desprenden del velo por la accion de la proteasa, agregan

inmediatamente y descienden como agregados al fondo del tubo.

2.10. Aglutinacién sobre distintas cepas de S. cerevisiae

Para ensayar el posible efecto aglutinante del sobrenadante obtenido por tratamiento
de la cepa B16 con proteinasa K, sobre distintas cepas de S. cerevisiae, se afiadié a éste el
inhibidor de proteasas PMSF y se resuspendié en el mismo un cultivo de dichas cepas.
Previamente se cultivé cada cepa en medio rico YPD hasta fase estacionaria, se lavaron los
cultivos en tampdn fosfato potasico 0.1 M pH 7.5y se concentraron 20 veces. A continuacion
se diluyeron las células en los sobrenadantes que se habian obtenido tras tratar velo de la cepa

B16 con proteinasa K durante 120 min (DOgsonm = 0,4) y se midié el grado de agregacion
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Figura R-26 Aglutinacién de distintas cepas de S. cerevisiae
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sobre cada cepa determinando periddicamente la DOggonm €n el medio. La Figura R-26
muestra que solamente se produce aglutinacién en la cepa formadora de velo B16 y no en la
cepa vinica IFI256 ni en la cepa de laboratorio S288C. Ademas, se ensayé la capacidad

aglutinante de distintos sobrenadantes sobre la cepa B16, pudiéndose observar en la Figura
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R-27 que hay una proporcionalidad directa entre la duracion del tratamiento del velo con
proteinasa K y la capacidad aglutinante de los sobrenadantes obtenidos sobre células de B16,
con lo que parece que se estan liberando paulatinamente al sobrenadante fragmentos
proteicos con capacidad para inducir la aglutinacién sobre un cultivo de células de la cepa

formadora de velo B16.
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Figura R-27 Aglutinacién de B16 con distintos sobrenadantes

2.11. Hidrofobicidad superficial en la cepa B16

Se determind la hidrofobicidad superficial en distintas fases de crecimiento de la cepa
formadora de velo B16 (fase exponencial y fase estacionaria en medio rico YPD y fase de
formacion de velo en vino sobretabla). Se observé un aumento gradual de la hidrofoicidad de
manera que las células doblan practicamente su hidrofobicidad al pasar de fase exponencial
en YPD a fase de velo en vino sobretabla. La hidrofobicidad disminuye drasticamente tras el

tratamiento del velo con proteinasa K 1mg/ml durante 120 min. Los resultados se muestran
en la Figura R-28 (Tabla A-12).

2.12. Efecto de la adicién de cicloheximida en la formacién de velo de flor
Se trat6 de comprobar si la inhibicién de la sintesis proteica repercutiria sobre la
formacion de velo o el mantenimiento del mismo una vez formado. Para ello se tomé un

cultivo de la cepa B16 al principio de fase estacionaria de crecimiento y se transfirié a vino
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sobretablas diluido previamente con H,O hasta un contenido en etanol del 5% (v/v). Se
incubd sin agitacién y a 22°C y se afiadio cicloheximida al medio, a una concentracion final
de 1pg/ml, a los tiempos indicados en la Tabla R-9. Se observoé la evolucion del velo durante
cinco dias, y al cabo de este tiempo se determiné la hidrofobicidad superficial. Se observo
que la cicloheximida inhibe la formacién de velo en los cultivos donde no se ha iniciado y en
aquéllos en los que ya se habia formado velo antes de la adicién del inhibidor, el velo deja de
crecer para al cabo del tiempo deteriorarse y caer. Ademas no se detecta el aumento de
hidrofobicidad superficial en las células en fase de velo que habian sido tratadas con

cicloheximida.
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Figura R-28 Hidrofobicidad superficial en la cepa B16

Tabla R-9 Hidrofobicidad y formacion de velo en la cepa B16 tratada con cicloheximida

Fase de crecimiento .Adlcwfl d.e Velo Hidrofobicidad
cicloheximida

Exponencial en YPD - 12,7+ 3,0

Estacionaria en YPD - 19,7+ 1,1
Velo en vino - +++++ 38,3+0,5
Velo en vino Dia 2 + 13,1+£0,8
Velo en vino Dia 3 +++ 22,0+5,7
Velo en vino Dia 4 +++ 20,2+ 0,8
Velo en vino Dia 5 A+ 23,3+1,9
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2.13. Acidificaciéon del medio de crecimiento producida por B16

Para comprobar el efecto de distintas concentraciones de etanol sobre la integridad de
la membrana celular de la cepa B16 en distintas condiciones de crecimiento, se llevaron a
cabo experimentos en los que se cultivo la cepa en medio YPD hasta las fases exponencial y
estacionaria de crecimiento. Después de alcanzar esta fase se pasaron a formar velo de flor en
vino sobretablas. Se tomaron muestras del cultivo en estos tres estados fisiologicos y se
realizaron los experimentos de acidificacion descritos en Materiales y Métodos (Jiménez y
Benitez, 1987). Los resultados se muestran en la Figura R-29, donde podemos ver que la cepa
B16 preadaptada a un medio con etanol (fase estacionaria de crecimiento y fase de velo)
posee una membrana mejor adaptada a la presencia de este compuesto, ya que las pendientes
de las rectas de regresion formadas por el pH final de los distintos medios de acidificacién
son menores que la que encontramos para la cepa en fase exponencial de crecimiento.
Ademas, los valores absolutos de pHf son mucho menores cuando la cepa ha sido
preadaptada en fase de velo, en relacion a los que encontramos en las dos fases de

crecimiento sumergido.

5
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45 - B B16 en fase estacionaria Y
AB16 en fase de velo
4
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Figura R-29 Pendientes de la acidificacion producida por B16 en distintos medios de cultivo.

2.14. Resistencia de la cepa formadora de velo B16 a distintos tipos de estrés
Se ha demostrado que la cepa B16 sufre un aumento de hidrofobicidad superficial

considerable al pasar de fase exponencial de crecimiento a fase formadora de velo. Igual
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mente se ha demostrado la existencia de proteinas superficiales altamente hidrofobicas
implicadas en ese fendmeno de agregacion que conduce a la formacioén del velo. Con esta
serie de experimentos pretendiamos averiguar si en esta fase de cultivo la cepa B16 posee una
envuelta celular que le permita tener mayor resistencia a diferentes agentes estresantes, como

solventes organicos (etanol), altas temperaturas o sonicacion.

1000

®B16 en fase de velo

& B16 en fase estacionaria

. A S288C en fase estacionaria

T R S R |

"

1

0:00 2:00 4:00 6:00 8:00 10:00 12:00 14:00
Tiempo (h:m)

Figura R-30 Resistencia de B16 a alta concentracion de etanol

Para ello se recogieron cultivos de la cepa B16 en fases exponencial y estacionaria de
crecimiento en medio YPD y en fase de velo en vino sobretabla. Se lavaron con tampdn
fosfato potésico 0.1 M pH 7.5 y se resuspendieron en este mismo tampén para llevar a cabo
los distintos tratamientos. El tratamiento con alta concentracion de etanol consisti6 en incubar
la cepa en etanol al 20% (v/v) y 25°C durante tiempos que variaron entre 1 y 13 horas. El
tratamiento con alta temperatura consistié en incubar la cepa B16 a 50°C durante tiempos que
variaron entre 5 y 60 minutos. El dltimo tratamiento consistié en sonicar la cepa B16 a 40W
durante tiempo que variaron entre 1 y 6 minutos. La resistencia a estos tratamientos se
determiné como supervivencia celular, calculando el nimero de UFC en medio rico YPD,
con respecto al niimero total de células sembradas después de cada tratamiento. Los
resultados se muestran en las Figuras R-30 (resistencia a etanol), R-31 (resistencia a alta
temperatura) y R-32 (resistencia a sonicacion). Se puede observar un incremento significativo

de resistencia a los distintos tratamientos al pasar de fase estacionaria a fase de velo. La cepa,
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ademas, es mucho més sensible a cualquiera de los tratamientos en fase exponencial de
crecimiento. La formacién de velo de flor se podria interpretar como un fenémeno de
adaptacion y supervivencia a las condiciones extremas en que se forma (vino con alto

contenido en etanol).
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Figura R-31 Resistencia de B16 a alta temperatura
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Figura R-32 Resistencia de B16 a sonicacién
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2.15. Incremento de la resistencia a etanol por adicién de SOB F

Se llevaron a cabo experimentos para determinar si el sobrenadante SOB F, que tiene
capacidad para inducir la agregacion de un cultivo de la cepa B16 en medio YPD, también
provoca un aumento de la resistencia a etanol. Para ello se recogio un cultivo de la cepa B16
en fase exponencial de crecimiento y se resuspendi6 en sobrenadante SOB F y en tampdn
fosfato potasico 0.1 M pH 7.5. Ambas suspensiones celulares se incubaron a temperatura
ambiente hasta la formacion de agregados en el medio SOB F y a continuacion se les ailadi6
etanol hasta una concentracion final de 20% (v/v). Se incub6 durante los periodos de tiempo
indicados en la Figura R-33 y se tomaron muestras que, previa dilucion, se sembraron en
cajas de medio rico YPD. Se incubaron las cajas a 30°C hasta la formacion de colonias y se
midieron los porcentajes de supervivencia celular. La Figura R-33 muestra que no hay
diferencias significativas entre el cultivo resuspendido en SOBF y el resuspendido en
tampon, por lo que debemos concluir que las proteinas presentes en el sobrenadante SOB F
no tienen capacidad para incrementar la resistencia de B16 a etanol, cuando son afiadidas a

un cultivo de esta cepa.
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Figura R-33 Resistencia de B16 a 20% etanol por adicién de SOB F

2.16. Purificacién de la proteina aglutinante

De los tratamientos de la cepa B16 con proteinasa K se pudo deducir que es posible

extraer una proteina superficial que provoca el fenémeno de agregacién celular que conduce

ST MG

=
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a la formacion de velo. Partiendo de este hecho se intent6 la purificacion de esta proteina
haciendo uso del ensayo de agregacion sobre B16 como prueba de la existencia de la proteina

de interés en el sobrenadante que se iba obteniendo en el proceso de purificacion.

2.17. Extraccion de proteinas superficiales de velo de bodega.

Como primer paso hacia la purificacion de la proteina estructural responsable del
fenémeno de agregacion que conduce a la formacion de velo de flor se intentaron diversos
métodos de extraccion de proteinas superficiales de levadura. Se probaron métodos utilizados
anteriormente por otros autores para la solubilizacion de manoproteinas de pared (Valentin et
al., 1984) y todos los intentos resultaron infructuosos, al menos para recuperar un
sobrenadante que contuviera a la proteina de interés funcionalmente activa. Los tratamientos
se realizaron sobre velo recogido de solera de vino fino en las bodegas de Domecq, S.A..

Se trat6 1 g de velo liofilizado rehidratado y resuspendido en 10 ml de tamp6n fosfato
potasico 0.1 M pH 7.5, ImM PMSF. Los tratamientos recibidos se resumen en la Tabla R-10.
Los sobrenadantes obtenidos fueron dializados y liofilizados para concentrarlos y ensayar la

existencia de actividad aglutinante sobre células de B16.

Tabla R-10 Tratamientos de velo para la extraccion de proteinas de superficie

Tratamiento Tiempo Temperatura

(min) (°O)
2% Triton X-100 20 25
1% SDS 20 25
1% SDS 4 100
SmM EDTA 20 25
6 M Urea 20 25
Tris-HCI 20 25
Autoclave 60 120

Posteriormente se probé un método de extraccién menos agresivo y que resultd
adecuado par la extraccién de la proteina de interés. Es el método descrito en Materiales y
métodos como "Extraccién de proteinas de superficie por sonicacién". Las condiciones de
sonicacion se establecieron empiricamente, de forma que se eligieron unas condiciones con
las que, como muestra la Figura R-34, se extraia un reducido nimero de proteinas distintas
(esto se estimé importante para facilitar la posterior purificacién) y entre las cuales se

encontraba la actividad aglutinante, comprobado por ensayos de aglutinacién sobre la cepa
B16.
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Figura R-34 Electroforesis de proteinas de sobrenadante SOB F

2.18. Determinacién del tamafio molecular de la proteina aglutinante en estado nativo.

Para llevar a cabo la determinacion del peso molecular de la proteina aglutinante y la
separacion de otras proteinas del sobrenadante se llevé a cabo una cromatografia de filtracion
en gel Sephacril S-300HR. El volumen de vacio de la columna fue Vo= 9,2 y el volumen total
V= 23,4. Al representar (-log Kav)"? de las proteinas usadas como patrén de calibrado en
funcién de su peso molecular se obtuvo un ajuste a una recta de regresién con 1’=0.996, por
lo que la columna se encontraba bien empaquetada y calibrada. Se eluyeron 100 pl de SOB F
dializado y concentrado 20 veces por liofilizacién y se recogieron fracciones de un volumen
aproximado de 0.5 ml en las que se ensay6 la capacidad aglutinante sobre células de B16.
Unicamente la fraccion n° 18, correspondiente a un volumen de elucion de 9.01-9-54 ml, fue
capaz de inducir la aglutinacién sobre B16. Este resultado indica que la proteina con
capacidad aglutinante tiene en estado nativo un tamafio superior a 1500 kDa, o que, mas
probablemente presenta un estado de oligomerizaciéon que hace que presente este gran
tamafio.

Las proteinas de la fraccion con capacidad aglutinante fueron precipitadas con acido
tricloroacético antes de separarlas en una electroforesis de proteinas en condiciones

desnaturalizantes. El resultado se muestra en la Figura R-35. Aparece un patrén de bandas de
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diferente tamafio, patrén no repetitivo en cuanto a tamafio y nimero de bandas en diferentes

electroforesis de diferentes fracciones eluidas por cromatografia de filtracion.

Fracciones aglutinantes
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Figura R-35 Electroforesis de proteinas de fraccién aglutinante

2.19. Solubilizacién diferencial de proteinas de tipo hidrofobina

Algunas caracteristicas de la proteina responsable de la formacién de velo coinciden
con las descritas para un tipo de proteinas presentes en hongos filamentosos y que se agrupan
bajo la denominacion de hidrofobinas (Wésten et al., 1999; Wessels et al., 1991; de Vries et
al., 1993). Estas son proteinas de bajo peso molecular (100+25 aminoacidos) con alto grado
de hidrofobicidad. Se excretan al medio extracelular y tienen la capacidad de autoagregar,
formando una pelicula protéica anfipatica en interfases hidrofébicas-hidrofilicas como, por
ejemplo, una interfase aire-agua. Estos complejos solo pueden disociarse en 4cido formico
puro o 4cido trifluoroacético (TFA).

Se utiliz6 un método de purificacion descrito anteriormente para hidrofobinas de
hongos filamentosos y que aprovecha las propiedades de agregacién en interfases aire-agua,
desagregacion en TFA y solubilidad en etanol 60%, para separar estas proteinas de otras
presentes en el sobrenadante. Es el método descrito en el apartado "Purificacion de proteinas
aglutinantes" de Materiales y métodos.

La proteina de interés tiene un comportamiento de hidrofobina Tipo II, en tanto que

forma agregados inestables tras la formacién de espuma, de manera que al centrifugar no
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precipitan y quedan suspendidos en el sobrenadante (Wessels, 1997). A partir de aqui se
desagregd con TFA y se solubilizaron los mondémeros en etanol 60%, para posteriormente
resolver la muestra en electroforesis en condiciones desnaturalizantes.

Durante todo el proceso se comprobé la existencia de la proteina aglutinante en las

distintas fracciones por ensayo de aglutinacion sobre células de la cepa formadora de velo
B16.

2.20. Electroforesis

Se llevaron a cabo electroforesis de la fraccion proteica aglutinadora obtenida en el
proceso de purificacion anterior y el resultado se muestra en la Figura R-36. Aparece una
Unica banda electroforética con un peso molecular aparente de 20.5 kDa, esta fraccion
presenta capacidad aglutinadora de células de B16, por lo que podemos decir que esa banda

electroforética se corresponde con la proteina aglutinadora de células de la cepa B16.

Muestra

kDa

26,6

20,4
16,9

14,4

Figura R-36 Electroforesis de la proteina aglutinante de velo

2.21. Secuenciacion de péptidos internos de la proteina aglutinante

Se purificé 1 nanomol de proteina aglutinante (20 pug aproximadamente) y se corrié
en una electroforesis preparativa de Tris-Tricina, al objeto de tener una cantidad de proteina
suficiente para la determinacién de secuencias de péptidos internos. La secuenciacion se
encargo a la empresa Eurosequence (Groningen, Holanda), donde, a partir de un fragmento
del gel de acrilamida conteniendo la proteina, se llevé a cabo la digestion de la proteina con

tripsina, seguida de extraccion, purificacién de los fragmentos resultantes por cromatografia
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liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) y analisis de secuencia de dos péptidos
internos, llevado a cabo seglin la reaccion de degradacion de Edman (Edman, 1956; Ilse y
Edman, 1963).

FE QASESEPTTV
Phe Glu Gln Ala Ser Glu Ser Glu Pro Thr Thr Val

40 AERGFHIHEF GDATNGCVSA GPHFNPFKKT HGAPTDEVRH

GFHIHEF GDAT
Gly Phe His Ile His Glu Phe Gly Asp Ala Thr

80 VGDMGNVKTD ENGVAKGSFK DSLIKLIGPT SVVGRSVVIH

120 AGQDDLGKGD TEESLKTGNA GPRPACGVIG LTN

TGN? GPRPA?G
Thr Gly Asn ??? Gly Pro Arg Pro Ala ??? Gly

Figura R-37 Determinacion de la secuencia de péptidos internos de la proteina aglutinante

Las secuencias de los dos péptidos analizados fueron FEGASESEPTTV vy
GFHIHEFGDAT. Como se puede ver en la Figura R-37, estas secuencias muestran 100% de
identidad con la secuencia de aminodcidos de la superéxido dismutasa (SOD) de
Saccharomyces  cerevisiae codificada por el gen SODI. También se alinea una tercera
secuencia, determinada a partir de una sefial minoritaria, y que, aunque muestra dos

indeterminaciones, también tiene un 100% de identidad con la secuencia de la SOD.
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Discusion
1. Seleccién y mejora de una cepa vinica para fermentacién

La fase fermentativa de la elaboracion de los vinos de Jerez es dirigida por una cepa
seleccionada que se usa como pie de cuba. En esta fase es fundamental que la cepa utilizada
inicie con rapidez la fermentacién y lleve a cabo la misma con gran velocidad y eficacia. Por
tanto, el primer paso en una estrategia de mejora es contar con una cepa que convierta el 98%
de los aztcares del mosto en etanol y CO,, y que lo haga a gran velocidad. Sin embargo, el
factor mas importante en la elaboracion de vinos es la calidad organoléptica del producto
final.

El bouquet de un vino esta determinado por la presencia de compuestos y metabolitos
de sabor deseable y por la ausencia de otros no deseables. Son muchas las variables que
contribuyen al sabor y aroma particulares de un determinado vino. Asi, la variedad de uva, las
practicas de viticultura o las précticas enologicas estan entre otros muchos factores a tener en
cuenta (Cole y Noble, 1995). El sabor de la variedad de uva esta principalmente determinado
por la acumulacién de compuestos del metabolismo secundario de Vitis vinifera (Henschke,
1997). Sin embargo, un alto porcentaje de estos compuestos se encuentran en forma no volatil
O-glicosidica, que no contribuyen, por tanto, al aroma del vino.

Algunos estudios han mostrado que la hidrélisis enzimatica de estos precursores
intensifican el caracter aromético de los vinos gracias a la liberacion de terpenoides de la uva.
La rotura de enlaces glucosidicos ha sido una via de mejora explotada en varios casos,
primero utilizando preparaciones enzimaticas con B-glucosidasas de Aspergillus u otras
especies fungicas, que se afiaden al mosto fermentado o al vino joven (Canal-Llauberes,
1993). Estas glucosidasas fueron posteriormente sustituidas por glucosidasas mas activas,
producidas por ciertas cepas de S.cerevisiae y otras especies de levaduras asociadas a la
elaboracion de vino, como Candida, Hansenula o Pichia. Esta estrategia mostraba un
inconvenientte econémico importante y la expresion de estas actividades enzimaticas por las
levaduras fermentativas se impuso como alternativa. Estas glucosidasas estan normalmente
ausentes en las cepas que se utilizan como pie de cuba por lo que la tranformacién con
glucosidadas heterélogas ha sido una solucién que se ha mostrado exitosa en varios casos
(Pérez-Gonzdlez et al., 1993; Van Rensburg et al., 1996; Van Rensburg et al., 1997; Van
Rensburg et al., 1998), en los que la utilizacién de pies de cuba transformados han mejorado
el cardcter aromético de los vinos producidos. La adicién de enzimas fingicas a los mostos

para incrementar el aroma de los vinos resultantes de la fermentacién (pectinasas, celulasas)
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ha sido una préctica frecuente en la elaboracion de vinos, pero la reproducibilidad de los
resultados es escasa y resulta econdmicamente poco rentable. Una alternativa relativamente
reciente ha consistido en la transformacion de las levaduras fermentativas con los genes que
codifican estos enzimas (Gonzédlez-Candelas et al., 1995; van Rensburg et al., 1996). En algin
caso, los vinos elaborados con las levaduras transformadas presentaron un cardcter aromatico
mas acentuado (Gonzélez-Candelas et al., 1995). En nuestro caso, la adicion de preparados
enzimaticos de cepas de Thichoderma cultivadas en medios con distintas fuentes de carbono
(con objeto de obtener diversas combinaciones de actividades enzimaticas), o la adiciéon de
preparados enzimaticos comerciales no tuvo repercusion en la composicion quimica de los
vinos producidos a partir de los mostos tratados, aunque el proceso de desfangado se vié
sustancialmente acelerado.

El perfil volatil de un vino esta dominado por los compuestos a los que nos hemos
referido anteriormente y por otros que se forman durante la fermentacién (y la crianza
bioldgica, caso de existir), como productos del metabolismo de las levaduras (Gomez et al.,
1994). En este sentido, una alternativa de mejora de las propiedades organolépticas del vino
consiste en el incremento de la concentracion de ciertos alcoholes superiores y sus respectivos
ésteres, que son producidos por las levaduras vinicas y que contribuyen de manera importante
a los rasgos frutales del aroma en los vinos (Pretorius, 2000). Los alcoholes superiores
provienen de las rutas anaboélicas de ciertos aminoacidos y sus ésteres se sintetizan gracias a
la actividad de distintas acetil transferasas que esterifican los alcoholes con el grupo acetilo
del acetil-CoA, derivado del piruvato o del acetaldehido. En este trabajo se ha pretendido
mejorar las caracteristicas de un vino joven producido a partir de mosto de uva de la variedad
Palomino Fino, utilizando una cepa vinica superproductora de los aminoécidos que actlan
como precursores de los alcoholes superiores y los respectivos ésteres y que contribuyen a las
caracteristicas frutales del vino.

Las cepa IFI256 y la cepa superproductora de aminoacidos llevan a cabo la
fermentacion del mosto algo mas lentamente que la cepa PDC y los vinos obtenidos mediante
el empleo de estas cepas tienen niveles generales de alcoholes superiores a los de los vinos
fermentados con el pie de cuba habitual (Figura R-3). Sin embargo en el caso de IFI256-1978,
la produccion de compuestos secundarios importantes para el aroma es excesiva, de acuerdo
con los primeros andlisis sensoriales realizados, y los vinos resultantes no tienen un perfil
aromatico adecuado para el consumo. Aun asi, se demuestra que la modificaciones sobre el
metabolismo de las levaduras con vistas a producir mayores cantidades o distintas

proporciones de compuestos deseables es una alternativa de mejora de la fermentacién, sobre
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todo en aquellos casos en los que el perfil aromatico de los vinos jovenes es escaso. Habria
que estudiar en el futuro la posibilidad de utilizar una mezcla de las cepas silvestre y
superproductora de aminoacidos en proporciones adecuadas, o utilizar cepas superproductoras
que produzcan menor cantidad de dichos compuestos.

La utilizacién de cepas vinicas distintas en origen a las cepas utilizadas normalmete
hace variar completamente las caracteristicas del vino producido. En este caso, la produccion
de acetaldehido se ve considerablemente reducida en los vinos de estas dos cepas y el grado
alcohdlico de los mismos es menor que en el caso del pie de cuba (Tabla A-4), por lo que
estos nuevos vinos pierden en parte las dos caracteristicas principales del vino producido con
el pie de cuba industrial (alto grado alcohdlico y elevado nivel de acetaldehido) y ganan en
compuestos importantes para el caricter aromdtico, como se muestra en los datos de

produccion de los distintos alcoholes superiores (Figura R-3).

La cepa IFI256 esporula dando ascas que contienen solamente una o dos esporas con
el mismo contenido en ADN que la cepa parental y no da lugar a ascas con tres o cuatro
esporas (esporulaciéon apomictica) La esporulacion apomictica fue descrita en tres
aislamientos independientes de cepas industriales (vinicas) de Saccharomyces cerevisiae
(19¢1, ATCC417 y ATCC4098) (Grewal y Miller, 1972). Otros autores (Klapholz y Esposito,
1980; Klapholz y Esposito, 1980b) identificaron los alelos que daban lugar a apomixia en
estas cepas (spol2-1y spol3-1),y que resulta de un fenémeno de no disyuncién cromosomica
en la primera division meiética Las esporas de las diadas apomicticas tienen, por tanto, el
mismo contenido en ADN que la cepa parental. E1 gen SPOI3 es epistatico sobre SPOI12 y
actia antes que éste en una misma ruta responsable de la segregacion de centromeros
homologos en la primera division meiética (Esposito y Kapholz, 1981; Wagstaff et al., 1982).

Los mutantes cdc5 y cdcl4 de S. cerevisiae, también producen ascas con dos esporas a
temperatura semi-permisiva (Schild y Byers, 1980) y Dahmann y Futcher (1995) describen
mutantes en ciclinas (mutantes c/bl clb4) que producen ascas con dos esporas al no llevar a
cabo la segunda divisién de la meiosis. La esporulacién apomictica ha sido descrita también

en otros microorganismos, como Lipomyces (Henninger, 1974) o S. pombe (Nakaseko et al.,
1984).

La falta de segregacion en los productos meiéticos de la cepa IFI256 (auxotrofias,
sexo, capacidad para esporular, respiracion, contenido en ADN, cariotipo electroforético)

indica que en la esporulacién apomictica de la cepa IFI256 no se da la primera divisién
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meidtica y parece haber ausencia de recombinacién meidtica. Otros autores (Esposito y
Klapholz, 1981; Malone y Esposito, 1981) han demostrado previamente que la esporulacion
apomictica se puede dar incluso en ausencia de recombinacién meidtica, como ocurre en
cepas apomicticas spoll o rad52-1.

Trabajos anteriores de nuestro grupo han demostrado que se pueden modificar las
condiciones ambientales y nutricionales durante la esporulacion para aumentar
sustancialmente la frecuencia de esporulacion en levaduras industriales (Codoén et al., 1995) y
se han descrito, mas concretamente, algunas modificaciones nutricionales en los medios de
preesporulacion y esporulacién que producen una reversion parcial de la apomixia en la cepa
19¢el (spol2), de manera que las cepa apomictica esporula dando lugar a un considerable
porcentaje de ascas con tres y cuatro esporas (Bilinsky y Miller, 1980). Se ha comprobado
ademas que estas tétradas son el resultado de verdaderas meiosis ya que las esporas son
haploides y el andlisis meidtico de las mismas muestra una segregacion del 50% en un
marcador de auxotrofia de la cepa parental (Marmirolli y Bilinski, 1985)

En este trabajo se sustituyeron los medios de preesporulacién y esporulacion
convencionales por medios definidos, con altas concentraciones de glucosa (en el medio de
preesporulacion) y de acetato potasico (en el de esporulacidon), como Unicas fuentes de
carbono y se modificaron ambos medios con la adicién de sulfato de zinc (25 pug/ml). Al
probar estas condiciones de esporulacién en la cepa IFI256 se obtuvo hasta un 9% de ascas
con cuatro esporas (Figura R-6), pero el andlisis de las esporas "meidticas" mostrd que, a
pesar de que el contenido en ADN de la cepa IFI256 es 1,7 n, el 100% de las esporas son
viables. Ademas no se produce la reduccién meiética tipica en el contenido en ADN (Figura
R-10) y las esporas presentan un cariotipo electroforético idéntico al de la cepa parental
(Figura R-11). Todo ello sugiere la hipétesis de que las variaciones nutricionales ensayadas en
los medios de preesporulacion y esporulacién provocan con frecuencia sucesos de
endomitosis, seguidos de esporulacién apomictica en cada uno de los nicleos formados, en
lugar de favorecer una verdadera meiosis como ocurre cuando se ensayan estas condiciones
en la cepa 19¢1 (Marmirolli y Bilinski, 1985). Descartamos la posibilidad de que los clones
derivados de las esporas “meioticas” resulten de duplicar su contenido en ADN por ser
homotalicas, ya que la viabilidad de tales esporas serfa practicamente nula si se diera una
verdadera meiosis (dada la pequefia cantidad de ADN de la cepa parental). Esto impediria el

cambio de sexo y la conjugacion necesarias para que se diera la duplicacion de la dotacién

cromosomica.
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El aumento de la concentracion de la fuente de carbono en los medios de pre y
esporulacion podria mejorar la toma de zinc por las células. El zinc lleva a cabo muy variadas
funciones en la célula y algunas de ellas podrian afectar al correcto funcionamiento de la
meiosis, ya que interaciona con las membranas nucleares, participa en la organizacion
polimérica de distintas macromoleculas (Chvapil, 1973), promueve la polimerizaciéon de la
tubulina (Hopper et al., 1974), afecta a la configuracion de la cromatina (Kvist, 1980) y se
acumula en el nucleolo (Fujii, 1954). El aumento en la concentracion de zinc permite
esporular correctamente a un porcentaje de la poblacién de la cepa 19¢1, pero en nuestro caso
ese mismo aumento conduce aparentemente a una desincronizacion que hace que se produzca
la meiosis "apomictica” en un cierto porcentajé de células binucleadas, dando lugar a tétradas
con cuatro esporas apomicticas.

IFT 256 presenta al menos una mutacion spo adicional a aquella que afecta al gen
SPOI12 en la cepa 19¢l y que impide que se produzca un.a meiosis correcta, por lo que un
exceso en la toma de zinc podria tener un efecto distinto al descrito para la cepa 19¢l. Ashraf
y Miller (1977, 1978) atribuyen a una causa similar a la de [FI256 la aparicion de ascas con
mds de dos esporas cuando afiaden el herbicida amitrol al medio de esporulacion de una cepa
apomictica de Saccharomyces cerevisiae. En Ascobolus equinus (Bjorling, 1944) el unico
nucleo haploide del asca joven lleva a cabo tres mitosis sucesivas para dar lugar a un asca con
ocho esporas y en Podospora arizonensis (Mainwaring y Wilson, 1968) el asca joven es
binucleada, y cada nucleo se divide dos veces mitéticamente para dar lugar a un asca con

otras ocho esporas.

La conjugacién de IFI256 con cepas de laboratorio ha permitido complementar el
fenotipo apomictico y concluir que la mutacion o las mutaciones que pueda presentar IFI256
son recesivas (Tabla A-9). Los experimentos de mapeo mitdtico han permitido asignar la
localizacién de este o estos alelos en el cromosoma VIII, donde previamente han sido
mapeados los dos alelos causantes de la apomixia de la cepa ATCC 4117 (Klapholz y
Esposito, 1980; Riles et al., 1993). Por esta razén se llevaron a cabo experimentos de
conjugacion y transformacion que confirman que la cepa IFI256 es un mutante spol2 SPOI3,
que posee al menos una nueva mutacion de apomixia sin identificar y que hace que la cepa
IF1256 transformada con el gen SPOI2 continue esporulando apomicticamente.

Los genes SPOI12 y SPOI16 tienen una zona complementaria en el genoma, pero esta
complementariedad no es necesaria par la funcién de cada uno de ellos (Malavasic y Elder,

1990). Una mutaci6n en SPO!2 impide la separacién de cromosomas homélogos en meiosis y
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una en SPOI6 hace que disminuya drasticamente el porcentaje de esporulacion, aunque no
afecta a la proporcion de tipos de ascas. El ARNm de SPOI2 muestra maximos niveles en los
momentos en que se dan las divisiones nucleares meidticas (Chu et al, 1998) y la proteina
Spol2 interacciona en un sistema dos hibridos con la proteina del gen MEC3, que tiene un
papel conocido como punto de control de dafio en DNA, y posiblemente en el punto de
control de la recombinacién meidtica (Weinert et al, 1994; Lydall et al, 1996; Lydall y
Weinert, 1997)

Otros autores (Toyn y Johnston, 1993) han demostrado que la proteina Spo12 también
juega un papel en mitosis. Interacciona con las quinasas de ciclo celular codificadas por los
genes DBF2y DBF20, que estan involucradas en disyuncién de cromatidas en mitosis. Estas
kinasas tienen funciones redundantes, de manera que una delecién del gen DBF2 o DBF20 no
tiene ninguna consecuencia y la delecion de ambas a la vez es letal. Sin embargo una
mutacién puntual en DBF2 hace que la proteina no funcional secuestre el producto de SPO12
y que el mutante sea letal. Este fenotipo se revierte insertando una sola copia extra del gen
SPOI2. El gen SPO12 en multicopia suprime los efectos pleiotrépicos de la mutacion lyt/,
que da lugar a un mutante autolitico de tipo cdc. (Molero et al., 1993). El nivel de la proteina
Spol2 en el niicleo de células vegetativas es maximo en el paso de G2 a M y una mutacion
spol2 es sinteticamente letal en células vegetativas con una mutacion en HCTI, un gen
necesario para la salida de mitosis (Grether y Herskowwitz, 1999)

Por otro lado se ha propuesto un papel del producto de SPO13 en un retraso temporal
de la entrada en la primera division de la meiosis que permita a los cromosomas suftir las
modificaciones necesarias para sufrir una divisién reduccional, ya que una ralentizacion de la
meiosis (bajada de la temperatura, adicion de HU) suprime el efecto de la mutacién spol3
(McCarroll y Esposito, 1994). Estos autores proponen un segundo papel tras completarse la
primera division de la meiosis, impidiendo la terminacion de la meiosis y la entrada en
mitosis antes de que ocurra la segunda division meiética, ya que la superexpresion de SPOI3
suprime el efecto de la mutacion cdc28-1, que impide que se lleve a cabo la segunda divisién
meiodtica (McCarroll y Esposito, 1994). La funciones de SPOI12y SPOI3 guardan una
estrecha relacién atn sin dilucidar, ya que la superexpresion de SPOI3 y BNS!I (un gen
homologo a spol2) suprime el fenotipo meidtico causado por una mutacién spol2 y la de
SPO13 suprime el de un doble mutante spoi2 bnsl (Grether y Herskowwitz, 1999)

La identificacién del alelo o alelos adicionales de apomixia de IFI256 podria ayudar a
profundizar en el papel de estos genes durante la meiosis. Se esta tratando de clonar este

nuevo gen por transformacion con una minigenoteca del cromosoma VIII de S. cerevisiae
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formada por 52 clones solapados que cubren el 100% de la secuencia de este cromosoma
(Riles et al., 1993; Erickson y Johston, 1992). Hasta el momento, ninguno de los clones

analizados complementa esta mutacion.

La apomixia en particular y la reproduccion asexual en general pueden tener ciertas
ventajas frente a la reproduccion sexual. No se necesita de otro individuo para la reproduccion
y esto es una gran ventaja en situaciones de poblaciones de baja densidad o en colonizaciones
de nuevos habitats. Un genotipo fortuito particularmente bien adaptado a un determinado
habitat, no se vera "destruido" por la recombinacién y los poliploides e hibridos que muestren
heterosis de valor competitivo se estabilizan y propagan rapidamente Se ha demostrado que si
se construye una serie de cepas homocigdticas y heterocigdticas con ploidia de 1 a 8, se
encuentra que los heterocigotos triploides y tetraploides son mas eficientes en fermentacion
que los homocigotos de mayor y menor ploidia (Hammond, 1996) por lo que la heterosis y la
poliploidia mejoran la eficacia en fermentacién. Como desventaja tenemos la escasisima
variabilidad genética y la baja tasa de evolucion, basada exclusivamente en la mutacién. Por
otro lado las ascosporas presentan mucha mas resistencia que las células vegetativas a toda
una serie de tipos de estrés ambiental (etanol, dietil-éter, altas y bajas temperaturas,
congelacion y decongelacion, desecacion, dafio mecanico, falta de nutrientes, radiacion, etc)
(Miller, 1989). En este sentido la esporulacion apomictica puede conceder en determinadas
situaciones una serie de ventajas selectivas frente a la esporulacion ‘mei(’)tica, ya que la
esporulacién apomictica es menos dependiente de temperatura y es menos sensible a la
inhibicion por glucosa (Grewal y Miller, 1972; Bilinski y Miller, 1980; Marmirolli y Bilinski,
1985). Ademas, las nuevas apoesporas pueden volver a esporular apomicticamente antre
condiciones desfavorables mientras que esto no es posible si la esporulacién es meidtica
(Bilinski et al., 1987) La esporulacién apomictica permite a las cepas, por tanto, soportar
condiciones adversas en forma de ascosporas, sin la necesidad de llevar a cabo divisiones
meiéticas sensibles a estrés y que desestabilizarian unos genotipos bien adaptados a
determinados ambientes. Probablemente, la abundancia de fenotipos apomicticos entre las
levaduras vinicas sea una consecuencia de la seleccion artificial que ha ejercido el hombre al
tratar de mantener constantes las caracteristicas de los vinos que producia cuando éstos eran
de buena calidad, seleccionando cepas con caracteristicas genéticas que aportan estabilidad

gendmica.

2. Caracterizacion y mejora de una cepa vinica para crianza biolégica
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La crianza bioldgica de los vinos de Jerez es llevada a cabo por cepas de
Saccharomyces cerevisiae ausentes en la fase fermentativa y que se pueden dividir en cuatro
razas: S. beticus, seguida de S. montuliensis y en menor medida de S. cheresiensis 'y S. rouxii
(Martinez et al., 1995).

Las levaduras se desarrollan durante esta fase formando una gruesa capa que tapiza la
superficie del vino (velo de flor), presumiblemente como un mecanismo adaptativo que
permite a las levaduras crecer en un medio con elevado grado alcohdlico y donde las tinicas
fuentes de carbono utilizables son respirables (Martinez et al., 1995). La presencia de este
velo es determinante para las caracteristicas finales de los vinos producidos, ya que mantiene
un ambiente fuertemente reductor en el vino y modifica las caracteristicas organolépticas del
mismo gracias a la actividad metabdélica de las levaduras (Pérez, 1991).

El vino fino es un medio de cultivo con un alto contenido en etanol y acetaldehido
(Martinez et al., 1995) y estos compuestos estan ejerciendo un efecto toxico constante sobre
las levaduras responsables del envejecimiento biolégico del mismo. La base fisiologica de de
esta toxicidad es compleja y no muy bien conocida. Los principales sitios de accion del etanol
son las membranas celulares, proteinas hidrofobicas de la membrana mitocondrial y proteinas
citosélicas hidrofilicas (Walker, 1998). Entre las respuestas que exhiben las células
encontramos diferentes cambios en la composicion lipidica de las membranas, elevados
niveles de trehalosa y sintesis de diferentes proteinas anti estrés, entre las que encontramos la
superéxido dismutasa (SOD), que neutraliza los radicales libres que se sintetizan por efecto
del metabolismo oxidativo del etanol (Walker, 1998). Etanol y acetaldehido son las
principales fuentes de carbono durante la crianza bioldgica y al utilizarse mediante un
metabolismo respiratorio causan un estrés oxidativo importante sobre las levaduras. Las
dianas moleculares de las radicales libres derivados del oxigeno son el ADN, el ARN, las
proteinas y los lipidos. Estos ultimos son la principal diana durante el estrés oxidativo. Los
radicales libres atacan directamente a los acidos grasos poliinsaturados de las membranas,
inicidndose su peroxidacién, cuyo primer efecto es una reduccién de la fluidez de las
membranas. Este efecto actiia como un amplificador. Se forman mas radicales libres y los
acidos grasos se degradan dando lugar a una variedad de compuestos, entre los que se
encuentran distintos aldehidos muy reactivos y que causan dafio oxidativo sobre las proteinas
(Humpries y Sweda, 1998). El ADN es otra diana importante, ya que los radicales libres
atacan tanto a las bases como a los azucares, produciendo roturas de simple y doble cadena y
uniones covalentes con otras moléculas cuyo resultado son bloqueos de la replicacién (Sies,

1993; Sies y Menck, 1992) o la incorporacion de mutaciones. Las altas concentraciones de
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etanol causan efectos deletereos tanto sobre el ADN cromosdmico (Ristow et al., 1995) como
en el mitocondrial (Ibeas y Jiménez, 1997), bien directamente o bien a través de su conversion
en acectaldehido. De todo esto se deduce que la resistencia a etanol es un caracter
marcadamente poligénico y muy complejo.

La ADN polimerasa mitocondrial no tiene actividad correctora, por lo que la tasa de
mutacién y la variabilidad en el genomio mitocondrial inducida por etanol o los radicales
libres debe ser mucho mas alta que en la nuclear. (Guérin, 1991). Los mutantes
mitocondriales son incapaces de sobrevivir en el vino fino debido a que la principal fuente de
carbono utilizable, el etanol, es sélo respirable, con lo que estos mutantes estan fuertemente
contraseleccionados. Por el contrario, los clones "grandes" presentan reiterativamente el
mismo patrén de RFLP (Figuras R-16 y R-17). Estos datos, junto a la reiteracion de patrones
mitocondriales encontrados en cada levadura de velo de flor nos indican un importante
proceso de seleccion de ciertos genomios mitocondriales, extraordinariamente eficientes en
las condiciones de cultivo que encontramos en los vinos finos.

Al someter a una levadura a altas concentraciones de etanol o acetaldehido
encontramos que se incrementa fuertemente la aparicion de mutantes petite, primero por
acumulacion de mutaciones en el ANDmit (rho) (Figuras R-16 y R-17) y despues carentes de
ADNmit (rho®) (Figuras R-18 y R-19). Esto se debe posiblemente a la incapacidad de
propagacion de las mitocondrias mutantes, debido a su vez a la acumulacién excesiva de
mutaciones mitocondriales o a la desestabilizacion de las membranas.

Las cepas de flor probablemente posean genomios mitocondriales muy seleccionados
y muy adaptados a las altas concentraciones de etanol y acetaldehido que encontramos en los
vinos finos y la mayoria de las variantes producidas por el efecto mutagénico de estos
compuestos da lugar a mitocondrias menos eficientes que las seleccionadas.

En la segunda parte del trabajo hemos intentado profundizar en otros mecanismos de
adaptacion al vino fino, aparte de las mitocondrias y el metabolismo respiratorio.
Concretamente hemos estudiado tanto la estructura genética de una cepa formadora de velo,
B16, como las bases genética y molecular del fendmeno de formacion de velo. Se ha
intentado la esporulacion de la cepa B16 variando las condiciones nutricionales y ambientales
de la cepa sin conseguir un resultado positivo, por lo que se estimé conveniente la formacion
de hibridos capaces de esporular para llevar a cabo un anélisis meidtico que arrojara
informacién acerca de la contitucion genética de la cepa B16 y de la formacién de velo.

Entendemos la formacién de velo de flor como un fenémeno con caracteristicas

comunes a otro fenémeno de agregacion celular ampliamente estudiado en levaduras: la
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floculacién. En este fendmeno de agregacion también se produce un aumento notable de la
hidrofobicidad celular asociado a la floculacién (Bossier et al., 1997; Straver et al,. 1993a;
Straver et al,. 1993b; Smit et al., 1992), se induce por un aumento de la concentracién de
etanol (Dengis et al., 1995) o la limitacién de nutrientes (Smit et al, 1992) y esta mediada por
proteinas superficiales de la célula (Kobayashi et al., 1998; Bony et al., 1997)

Al cruzar la cepa B16 con una cepa floculante obtuvimos hibridos con capacidad para
llevar a cabo ambos fenémenos de agregacion, dependiendo de las condiciones de cultivo. La
segregacion de ambos caracteres en las esporas de uno de los hibridos nos indica que al
menos alguno de los genes implicado en cada proceso no participa en el otro (Tabla R-5), por
lo que podemos concluir que formacién de velo y floculacién son fenémenos de agregacion
celular con una base genética distinta. El hecho de que la formacion de velo no se vea
impedida por la adicién del agente quelante de Ca’* EDTA (datos no mostrados) apoya
nuestra conclusion.

Se ha realizado el analisis genético de dos hibridos resultantes del cruce de la cepa
B16 con dos cepas de laboratorio, al objeto de determinar su nivel de ploidia y tratar de
discernir el numero de genes implicados en el fendmeno de formacién de velo. De los
resultados obtenidos se pueden extraer varias conclusiones. B16 es aproximadamente
triploide, ya que partiendo de la hipétesis de que B16 tiene este nivel de ploidia, deberiamos
encontrar entre las esporas del conjugante B16GT un porcentaje de auxétrofos del 56%, que
se aproxima al porcetaje obtenido (42%) (Tabla R-8). Para determinar el nimero aproximado
de genes necesarios para la formacion de velo hemos hecho uso de la segregacion de este
fenotipo en las ascas completas del conjugante BI6YNN, que son el subconjunto de ascas en
el que se han dado las meosis de forma mas equilibrada. De los resultados obtenidos (2/3 de
las esporas forman velo) (Tabla R-7) y teniendo en cuenta que la cepa B16 es
aproximadamente triploide, podemos decir que B16 posee aproximadamente seis productos
génicos ausentes en la cepa GT153-6a necesarios para la formacion de velo. Basandonos en el
mismo razonamiento que utilizamos para determinar el nivel de ploidia de la cepa B16, la
probabilidad de encontrar seis de estos genes no ligados en una espora es de (0.94)" = 0,69,
donde n=6 y este es el valor que mas se aproxima al porcentaje encontrado (67%).

Dos de los hibridos de la cepa B16, B16IM1 y B16GT presentan una viabilidad muy
escasa pero de valor muy parecido (23,6 y 23,8%, respectivamente) (Tabbla A-9) mientras
que este valor es bastante mas elevado en el tercer hibrido, BI6YNN: En éste se alcanza un

49,2% de viabilidad, y donde un 15% de las acas micromanipuladas posee las cuatro esporas

viables.
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Teniendo en cuenta que, aunque la formacion de velo es un fenotipo dominante,
también es poligénico, inicialmente descartamos la posibilidad de clonar por transformacion y
seleccion un hipotético gen estructural responsable de la agregacion celular de B16 con vistas
a un proceso de mejora

Como alternativa procedimos a la seleccion de variantes mejoradas obtenidas tras la
esporulacion del conjugante B16GT y la conjugacion entre esporas, para obtener cepas que
formen el velo de flor con mayor velocidad que la cepa de partida. Se obtuvieron asi dos
conjugantes (BGT249 y BGT409) que cumplen la caracteristica buscada (Figura R-24). Sélo
uno de los dos conjugantes que forman el velo de flor ripidamente muestra mayor tasa de
crecimiento que la cepa B16 en medios con distintas concentraciones de etanol. Este resultado
indica que la mayor rapidez en formar velo no es s6lo el resultado de una mayor tasa de
crecimiento de la cepa. Muy probablemente las caracteristicas organolépticas de los vinos
envejecidos con estas cepas hagan que no sean adecuados para el consumo, ya que
aproximadamente un 25% de su ADN proviene del parental de laboratorio. Estre
inconveniente puede ser eliminado por sucesivas rondas de esporulacion del conjugante,
seleccion de los mejores formadores de velo y retrocruzamiento con la cepa B16. De esta
forma, tras solamente tres retrocruzamientos dispondriamos de una cepa con mas del 99% de
ADN del parental B16, con lo que seria de esperar que las caracteristicas de los vinos

producidos por esta cepa fueran adecuadas.

Los experimentos con proteasas (Figura R-25) nos indican que los componentes
estructurales responables de la formacion de velo de flor son proteinas y las determinaciones
de hidrofobicidad (Figura R-28) que estas proteinas confieren un alto grado de hidrofobicidad
superficial a las células. El empleo del inhibidor de la sintesis protéica cicloheximida impide
la formacién de velo (o la detiene) e impide a la vez el aumento de hidrofobicidad que sufren
las células en fase de velo (Tabla R-9), sin que podamos decir que ambos efectos estan
directamente relacionados.

El tratamiento de la cepa B16 con proteinasa K rompe los agregados celulares que
forman el velo pero las células liberadas vuelven a agregar en el fondo del tubo, de ahi que
observemos un descenso de DO en los cultivos tratados con esta proteasa (Figura R-25). Los
sobrenadantes obtenidos con los tratamientos con proteinasa K tienen capacidad para inducir
la aglutinacién de la cepa B16 cultivada hasta fase exponencial o estacionaria de crecimiento

(Figura R-26) y el efecto aglutinante es mayor cuando se alarga el tratamiento de velo con
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proteinasa K (Figura R-27). Estos datos parecen indicar que se estan liberando fragmentos
proteicos al sobrenadante y éstos mantienen la capacidad para producir la agregacion celular
en la cepa formadora de velo. Es posible que algiin componente de la pared de esta cepa sea
necesario para que se dé la agregacion ya que no obtenemos el mismo resultado cuando se
intenta la aglutinacion sobre cepas no formadoras de velo (Figura R-26).

Se ha descrito que una cepa altamente tolerante a etanol mejora la integridad
estructural de su membrana plasmatica si ésta ha sido previamente adaptada en un medio de
crecimiento con etanol, de forma que presenta mayor tolerancia frente a este compuesto, y ese
fenémeno es dependiente de sintesis proteica (Jiménez y Benitez, 1987). Nuestros resultados
confirman la mejora de la tolerancia a etanol en la cepa B16, que muestra una integridad de
membrana mayor si ha sido cultivada en fase de velo sobre vino sobretablas (Figura R-29).

El velo de flor es una estructura que se forma sobre la superficie del vino en
condiciones en que las levaduras soportan altos niveles de estrés oxidativo (las tinicas fuentes
de carbono son respirables), hidrico (el velo estd en contacto con el aire), asi como altas
concentraciones de etanol y acetaldehido. El aumento de hidrofobicidad superficial que
acompafia a la formacion de esta estructura podria ser un mecanismo adaptativo que permita
la supervivencia en estas condiciones. Por todo ello se han llevado a cabo experimentos en los
que se demuestra que la levadura de velo B16 muestra un aumento significativo de tolerancia
a distintos tipos de estrés, como altas concentraciones de etanol y altas temperatura o
resistencia a la rotura mecénica, cuando pasa de estar cultivada en fase sumergida en medio
rico YPD a formar velo de flor en vino (Figuras R-30, R-31 y R-32). Debemos concluir que el
estado fisiolégico de la célula en fase de formacion de velo protege frente a distintas
condiciones de estrés.

Se ha tratado de incrementar la resistencia a etanol de la cepa B16 cultivada hasta fase
exponencial de crecimiento por adicion de sobrenadantes con capacidad aglutinante, pero los
resultados han sido negativos (Figura R-33). Cabe la posibilidad de que la proteina
responsable de la aglutinacién en B16 no pueda conferir la resistencia a etanol al ser afiadida
desde ¢l exterior o bien puede ocurrir que debido a que, como se ha descrito, el caracter de la
tolerancia a etanol es poligénico y puede ser necesaria la participacion de otros muchos
factores para que se refleje un aumento de la tolerancia a este compuesto en las células que se

encuentran en fase exponencial de crecimiento.

Tanto las proteinas responsables de la agregacién que conduce a la formacion de velo

como el grupo de proteinas fiingicas denominadas bajo el nombre genérico de hidrofobinas
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confieren un alto grado de hidrofobicidad a la superficie celular, tienen la capacidad de
agregar y se encuentran en la superficie celular en situaciones en las que las células estan
expuestas al contacto con el aire (velo de flor en nuestro caso e hifas aéreas en el caso de las
hidrofobinas fungicas) (Wosten et al., 1999; Wessels et al., 1991). Ademas, la aireacion de
un sobrenadante SOBF produce la formacion de la misma espuma que se produce cuando se
airean sobrenadantes que contienen proteinas de tipo hidrofobina, como resultado de la
agregacion de estas proteinas en interfases aire- agua (de Vries et al., 1993).

Estos datos preliminares nos condujeron a utilizar un protocolo de purificacion de
hidrofobinas, basado en la propiedad de este tipo de proteinas para agregar en interfases aire-
agua, a fin de llevar a cabo la identificacion de la actividad aglutinante de los sobrenadantes
obtenidos por sonicacién de velo. Se utilizé velo de bodega para facilitar la obtencion de
grandes cantidades de material de partida. La actividad aglutinante no precipita tras la
aireacion del cultivo, y en este sentido tiene un comportamiento de solubilidad mas parecido
al de la hidrofobinas de tipo II, que forman agregados mas inestables que las de tipo I
(Wessels, 1997). Tras el ultimo paso de purificacion se obtiene un precipitado con capacidad
aglutinante sobre B16 que contiene una unica proteina con un tamafio molecular aparente de
20,5 kDa. Las secuencias de aminoacidos de tres péptidos internos de esta proteina tienen un
100% de similaridad con las secuencias descritas para una de las actividades superéxido
dismutasa de Saccharomyces cerevisiae (EC 1.15.1.1) (Johansen et al, 1979; Steinman, 1980)
y ¢l péptido GFHIHEFGDAT, contiene los dos residuos de histidina implicados en la union
del ion Cu**, uno de los cofactores de la proteina.

La superdxido dismutasa de Cu-Zn (CuZnSOD) descrita en levaduras es una proteina
citosolica que protege a la célula del estrés oxidativo modificando compuestos reactivos
generados por la presencia de cobre o a consecuencia del metabolismo respiratorio. Su
transcripcion es inducida en trans por el factor de transcripcién Acelp, que sensa las altas
concentraciones de cobre y se une a los promotores de los genes SOD/ (Gralla et al,1991),
CUPI y CRS5 . Estos dos tltimos genes codifican dos metalotioneinas que destoxifican
secuestrando directamente por molécula varios dtomos de cobre del medio (Kagi y Schaffer,
1988; Kagi, 1991). Otros autores apuntan a la localizacion extracelular de una actividad
CuZnSOD en S.cerevisiae y N. crassa a partir de estudios bioquimicos (Munkres, 1990). En
bacterias se ha encontrado una tercera SOD en el espacio periplasmico, con propiedades
parecidas a la CuZnSOD eucaridtica (Benov y Fridovich, 1994). Existe otra familia de

proteinas con actividad superéxido dismutasa que no guarda homologia con la familia de las
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CuZnSOD. Utilizan Mn*" y Fe®* como cofactores y su localizacién es tipicamente
mitocondrial (Natvig et al., 1996).

Mutantes defectivos en los genes SODI (CuZnSOD) y SOD2 (MnSOD) muestran
intolerancia al oxigeno y sensibilidad a los compuestos genedadores de radicales libres tanto
en procariotas como en eucariotas (Gralla y Kosman, 1992). En levaduras, los mutantes sod!
son auxotrofos de lisina, cisteina y metionina en condiciones aerdbicas de crecimiento y
muestran sensibilidad a concentraciones atmosféricas de oxigeno y a compuestos generadores
de iones superéxido, como el paraquat y la menadiona (Gralla y Valentine, 1991). Estos
mutantes tienen elevadas tasas de mutacion espontdnea, posiblemente como consecuencia del
dafio oxidativo en el ADN (Gralla y Valentine, 1991) y son incapaces de crecer en medios
con fuentes de carbono no fermentables. Los genes SODI y SOD2 de S. cerevisiae muestran
un incremento de su expresion en fuentes de carbono no fermentables, en comparacion a los
niveles de expresion en glucosa. (Galiazzo y Labbe-Bois, 1993). Todo ello indica que el papel
de la CuZnSOD en la proteccion frente a dafio oxidativo es de especial importancia para la
integridad celular.

Se han realizado con éxito algunos experimentos de complementacion heterdloga
entre organismos procariéticos y eucarioticos. Asi, la CuZnSOD de humanos complementa
mutantes de E. coli deficientes en superdxido dismutasas, y revierte el fenotipo de
sensibilidad a oxigeno de un mutante carente de FeSOD y MnSOD (Natvig et al., 1987) o en
S. cerevisiae, donde la MnSOD de Bacillus stearothermophilus también complementa la
mutacién sod! (Bowler et al., 1990).

En mamiferos se ha descrito una actividad CuZnSOD adicional, distinta a las SOD
descritas anteriormente, en secuencia y peso molecular. Esta es una proteina de marcado
caracter hidrofobico, se localiza extracelularmente y se presenta normalmente en forma
tetramérica (Marklund, 1982). La secuencia de ¢cDNA de la CuZnSOD extracelular de
humanos tiene un contenido muy alto en G+C y un péptido sefial de 18 aminoacidos, que
precede a los 222 amino4cidos de la proteina madura. Los primeros 95 aminoécidos no
muestran homologia con ninguna otra proteina secuenciada y la secuencia 96-193 muestra
50% homologia con los dos tercios finales de todas las CuZnSOD eucaridticas conocidas
(Hjalmarsson, 1987). La secuencia 194-222 en la regién carboxi terminal es altamente
hidrofilica, contiene nueve aminoacidos cargados positivamente y esti implicada en la unién
del enzima a heparina (Karlsson et al., 1989; Lookene et al., 2000), que es una mezcla
heterogénea de cadenas de polisacdridos sulfatados, formados por unidades repetidas de D-

glucosamina y 4cido L-idurénico o D-glucurénico.
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De manera similar a la CuZnSOD extracelular bovina, la de humanos muestra una
marcada resistencia a alta temperatura, pH extremos y alta concentracion de urea. Esta
similitud sugiere un papel importante de la porcion homoéloga (que incluye al sitio activo)
para la integridad estructural de estos isoenzimas (Tibell et al., 1993). La CuZnSOD

“extracelular de humanos existe predominantemente como homotetrémero, formado por dos
dimeros unidos por un puente disulfuro. Sin embargo se ha descrito que puede formar
mayores multimeros que tienen mayor estabilidad termodindmica (Oury et al, 1996). La
proteina se une a células de mamifero en cultivo formando un equilibrio entre las células y el
medio, la unién aparentemente ocurre al glicocalix de las superficies celulares y a la matriz
intercelular producida por las células (Karlsson y Marklund, 1989).

La proteina que produce la aglutinacién de la cepa formadora de velo B16 presenta
una similaridad del 100% en la secuencia de los tres péptidos secuenciados, pero en el resto
de las caracteristicas que presenta se asimila a la superoxido dismutasa extracelular de
mamiferos (Hjalmarsson, 1987): es una proteina extracelular hidrofébica, forma agregados de
alto peso molecular y presenta una gran estabilidad frente a condiciones extremas. La proteina
de humanos tiene capacidad de unién a polisacaridos y lleva a cabo su funcién en la cara
externa de la pared celular. El protocolo de extraccion de proteinas utilizado en este trabajo
mantiene el 99% de las células intactas y se recupera un niimero muy reducido de proteinas
distintas, por lo que la localizacién extracelular de nuestra proteina no parece ser
consecuencia del método de extraccion. Esta proteina posiblemente se encuentre unida a la
pared celular y es alli donde lleva a cabo su funcién. El fenémeno de agregacion celular que
provoca puede ser consecuencia de su capacidad para formar agregados de alto peso
molecular y de su hipotética capacidad para interaccionar con polisacaridos de la pared, de
manera que podria ser el nexo de unién entre las distintas células en el fenomeno de

agregacion que conduce a la formacién de velo.
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Las levaduras IFI256 e IFI256-1978 son potencialmente utilizables para la

modificacion y mejora de las caracteristicas aromaticas de los vinos de Jerez.

Estas levaduras fermentan con rapidez el mosto de 1* yema de la variedad de uva

Palomino Fino y muestran alta viabilidad durante el proceso.

Los vinos producidos con las cepas IFI256 y el superproductor de aminoacidos
IF1256-1978 contienen mayores concentraciones de compuestos arématicos que los
producidos con el pie de cuba tradicional. IFI256-1978 produce los mayores niveles de
compuestos aromaticos derivados de los aminoacidos de los que es supreproductora: treonina

e isoleucina.

IF1256 tiene un contenido en ADN de 1,7 n y esporula dando ascas con dos esporas
con la misma ploidia que el parental a consecuencia de la no disyuncién de los cromosomas

homologos en la primera division meiética.

Este fenotipo es el resultado de mutaciones recesivas que se acumulan en el

cromosoma VIII, una de las cuales se localiza en el gen SPO12.

El etanol y el acetaldehido provocan altas tasas de mutaciéon en el genomio
mitocondrial de levaduras, que se traducen primero, en variaciones en el patrén RFLP y

después en la pérdida total d¢ ADN mitocondrial.

Existen varios genes implicados en el fenémeno de formacioén de velo, por lo que se

descarta la mejora de esta caracteristica por transformacién con un solo gen

Se ha seleccionado una cepa de velo de flor, B16, cuyo contenido en ADN es proximo

a la triploidia
Se han seleccionado descendientes de un hibrido entre la cepa B16 y una cepa no

isogénica que tienen mayores tasas de cercimiento en medios con alto grado alcohélico y

forman el velo de flor con mayor rapidez que la cepa parental.
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La formacion de velo de flor es un fenomeno de agregacion celular motivado por la

sintesis de proteinas superficiales hidrofobicas

La cepa B16 muestra los maximos niveles de tolerancia a alta concentracion de
etanol, alta temperatura y traccién mecénica cuando se encuentra en fase de formacion de

velo
Se ha purificado a partir de velo de flor una superéxido dismutasa extracelular con

capacidad para inducir la agregacién de la cepa B16 en condiciones fisiologicas en las que no

forma velo
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Tabla A-1 Densidad del mosto y viabilidad celular a lo largo del proceso de fermentacion

con la cepa PDC
Tiempo Biomasa(cél/ml) Viabilidad Densidad
(dias) Viables No viables Totales (%) (g/ml)
0 3,7E+06 6,5E+05 4,3E+06 85% 1,08
1 3,5E+07 4,3E+05 3,5E+07 99% 1,07
2 6,1E+07 1,5E+06 6,2E+07 98% 1,06
6 5,3E+07 4,4E+06 5,7E+07 92% 1,02
8 7,2E+07 5,9E+06 7,8E+07 92% 1,01
9 7,4E+07 6,3E+06 8,0E+07 92% 1,00
12 5,2E+07 7,3E+06 5,9E+07 88% 0,99
13 7,0E+07 8,8E+06 . 7,9E+07 89% 0,99
15 57E+07  8,8E+06 6,6E+07 87% 0,99
16 5,6E+07 7,7E+06 88% 0,99

- 6,4E+07

Tabla A-2 Densidad del mosto y viabilidad celular a lo largo del proceso de fermentacion

con la cepa IFI256
Tiempo Biomasa(cél/ml) Viabilidad Densidad
(dias) Viables  Noviables © Totales (%) (g/ml)

0 2,8E+06 5,4E+05 3,3E+06 84% 1,08
1 2,0E+07 6,0E+05 2,1E+07 97% 1,08
2 5,6E+07 1,1E+06 5,7E+07 98% 1,06
6 5,4E+07 2,4E+06 5,7E+07 96% 1,03
8 8,3E+07 1,5E+06 8,5E+07 98% 1,02
9 7,3E+07 2,0E+06 7,5E+07 97% 1,01
12 6,6E+07 1,6E+06 6,7E+07 98% 1,01
13 7,6E+07 1,7E+06 7,7E+07 98% 1,00
15 6,7E+07 1,9E+06 6,8E+07 97% 1,00
16 7,4E+07 1,3E+06 7,5E+07 98% 11,00
19 7,1E+07 2,5E+06  7,3E+07 97% 0,99
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Tabla A-3 Densidad del mosto y viabilidad celular a lo largo del proceso de fermentacién

con la cepa IFI1256-1978

Apéndice

Tiempo Biomasa(cél/ml) Viabilidad Densidad

(dias) Viables No viables Totales (%) (g/ml)
0 4,5E+06 3,3E+05 4,8E+06 93% 1,08
1 2,6E+07 4,1E+05 2,6E+07 98% 1,08
2 5,7E+07 1,1E+06 5,8E+07 98% 1,06
6 6,6E+07 2,2E+06 6,8E+07 97% 1,03
8 6,1E+07 1,3E+06 6,2E+07 98% 1,02
9 6,5E+07 1,1E+06 6,6E+07 98% 1,02
12 6,3E+07 6,5E+05 6,3E+07 99% 1,01
13 6,9E+07 1,IE+06 .. 7,0E+07 98% 1,01
15 6,4E+07 9,5E+05 .. 6,5E+07 99% 1,00
16 7,2E+07 9,5E+05 . 7,3E+07 99% 1,00
19 7,2E+07 1,LIE+06 *' 7,3E+07 98% 1,00
20 7,3E+07 7,0E+05 7,4E+07 99% 0,99
22 7,6E+07 7,5E+05 7,6E+07 99% 0,99

Tabla A-4 Caracteristicas de los vinos producidos con las cepas PDC, IFI256 e IFI256-1978

Cepa
Ensayo

Densidad (g/ml)
pH

Etanol (% v/v)

Ac. Total (g TH,/)

Ac. Volitil (g AcH/l)
Absorbancia a 420nm
Absorbancia a 340nm
Absorbancia a 280nm
Acetaldehido (mg/l)
Acetato de etilo (mg/l)
Diacetal(mg/l)
Metanol (mg/l)

. n-Propanol (mg/l)
iso-Butanol (mg/l)
n-Butanol (mg/l)
2-metilbutanol (mg/1)
3-metilbutanol (mg/1)
Acetoina (mg/l)

PDC IF1256 IF1256-1978
1 2 MDD 1 2 MY 1 2 M
099 099 099 099 099 099 099 099 0,99
3,00 3,10 3,10 3,10 311 3,11 3,13 3,08 3,11
122 12,1 12,04 11,8 11,7 11,75 11,5 11,5 11,53
516 516 516 636 624 630 688 695 6,92
0,18 020 019 0,13 009 0,11 039 025 0,32
0,12 014 013 011 012 012 011 0,10 0,11
2,57 255 256 254 254 254 251 255 253
2,61 2,62 262 257 256 256 264 257 260
60,2 59,7 5995 344 388 36,62 480 457 46,80
196 21,5 20,53 280 31,8 2993 309 323 31,60
427 41,0 41,83 41,9 433 4261 439 41,7 42,79
145 148 14,67 186 181 1839 404 392 3981
176 202 18,89 29,1 278 2844 434 48,6 46,00
- - - - - - 52 32 4,19
31,4 31,1 3124 47,0 462 46,58 1093 127,3 118,30
1522 1489 150,53 197,5 192,0 194,71 240,8 2743 257,55

™ Media de los dos ensayos anteriores
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___Tabla A-5 Porcentajes de esporulacién en IFI256

Medio de esporulacion

1%

AcK

3,5%
AcK

+0,5%
glucosa

+0,5%
glucosa

-0,5%
glucosa

+YEP

+YEP

-YEP

+YEP

-ZnS0, |
+ZnSO4 |

-ZnSO, |.,

+ZnS0O, |
-ZnSO, |
+ZnSO,
-ZnSO,
+ZnSO,
-ZnSO,

+ZnSO4

Medio de preesporulacion

YNB
YPD 2% glucosa 6% glucosa
-ZnSO, +ZnSO, -ZnSO, +ZnSO, -ZnSO, +ZnSO,
74,4 + 0,6 80,6 = 1,1 530+ 15 642+26 68609 673 =41
81,7+ 08 79010 558=+16 647+36 71,3+20 722+17
852+ 6,6 838+08 61,125 643+23 T761% 3,7 659 £ 6.8
80,6 + 1,5 81,9 i 1,9 590+1,1 653+27 814+£39 699=+76
583 + 49 59,9 + 2.8
60,7 + 4,4 58,6 + 1,0
69,3 + 2,6 66,7 + 2,9
67,3 + 3,7 63,9 + 3,8
66,4 + 3.9 63,0 + 2,9
66,9 + 2.8 64,3 £ 2,8
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Tabla A-6 Porcentajes de diadas tras la esporulaciéon de IFI256

Medio de esporulacion

1%
AcK

3,5%
AcK

+0,5%
glucosa

+0,5%
glucosa

-0,5%
glucosa

+YEP

+YEP

-YEP

+YEP

-YEP

-ZnSO, |
+ZnS0, |
-ZnSO, |
+ZnSO; |
-ZnSO, |
+ZnS0O,
-ZnSO,
+ZnS0,

-ZnSO,

+ZnSO4

Medio de preesporulaciéon

YNB
YPD 2% glucosa 6% glucosa
+ZnSO, -ZnSO, +ZnS0, -ZnS0, +ZnS0,
744 + 0,6 80,6 +1,1 53015 638+27 679+10 66,6+ 3,7
81,7+ 08 790+10 555+16 638+30 703+18 71,0+1,1
852+ 66 838+08 60,1+£21 618+23 758+37 631=+73
80,6+ 1,5. 81,9+19 584+15 638+24 803+34 673=79
56,9 + 4,6 56,2 + 4,0
59,1 + 4,0 56,2 + 0,7
66,7 = 3,5 62,5 £ 2,2
63,9 £ 29 60,1 + 3,1
63,0 = 3,1 56,9 + 1,2
614+ 22 554 + 1,6
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Tabla A-7 Porcentajes de tétradas tras la esporulacién de IF1256

Medio de esporulacién

1%
AcK

3,5%
AcK

+0,5%
glucosa

+0,5%
glucosa

-0,5%
glucosa

+YEP

+YEP

-YEP

+YEP

-ZnS0, |
+ZnSO0, |

-ZnS0, |

+ZnS0, |

-ZnSO, |
+ZnS0,
-ZnSO,
+7ZnS0,
-ZnSO,

Medio de preesporulacion

YNB
YPD 2% glucosa 6% glucosa
-ZnSO, +ZnS0, -ZnSO, +ZnS0, -ZnSO, +ZnS0O,
00+£00 0000 00+00 04+02 0,7=x0,1 0,7+ 0,5
0,0 £ 0,0 0,0 + 0,0 0,2 £ 0,1 0,8 + 0,6 1,0 £ 0,2 1,2 £ 0,6
0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 1,0 £ 0,4 2,5+ 04 0,4 + 0,1 2,8 + 0,6
00+00 0000 .06+04 - 15+£03 1,1 £05. 26+09
| | - 13 £ 04 38+ 14
1,6 £ 0,4 2,5+ 0,7
2,6 +1,0 42 + 0,7
3,3+ 0,8 3,8 +0,7
3,4+£0,8 6,1 £ 2,0
56 + 1,8 8,9+ 1,2

+Zn SO4
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Tabla A-8 Porcentajes de células vegetativas tras la esporulacién de IFI256

Medio de esporulacion

1%
AcK

3.5%
AcK

+0,5%
glucosa

+0,5%
glucosa

-0,5%
glucosa

+YEP

+YEP

-YEP

+YEP

-YEP

-ZnSO, |
+ZnSO0, |
-ZnSO |
+ZnSO0, |
-ZnSO, |
+ZnSO0,
-ZnSO,
+ZnSO,
-ZnSO,

+ZnSO,

Medio de preesporulacion

YNB
YPD 2% glucosa 6% glucosa
-ZnSO, +ZnSO, -ZnSO, +ZnS0, -ZnSO, +ZnSO,
257+06 19411 47015 358+26 31409 32741
183+0,8 21,0+1,0 44216 35336 287+20 278=x17
148+ 6,6 162+08 389+25 357+23 239+£37 341x68
194+15 18119 41,0+1,1 347+27 186+39 301+76
41,7 £ 4,9 40,1 + 2,8
393 + 44 414 £ 1,0
30,7 + 2,6 33,3 +29
32,7 + 3,7 36,1 + 3,8
33,6 £ 3,9 37,0 £ 2,9
33,1 + 2,8 357+ 28
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Tabla A-9 Esporulacion de los conjugantes IFIMMY

N¢° esporas/asca

Hibrido Esporulacion (%) 1 2 3 4
IFIMMY1 67,8 +8,1 5,0+6,6 38,2+8,3 19,7+10,1 37,1+£13,5
IFIMMY2 72,9 £11,1 2,7%£0,5 35,7+8,2 23,2+6,3 384+7,0

Tabla A-10 Cultivo de levaduras en medios con etanol o acetaldehido

Medio Grandes Petites Total % Grandes % Petites Total

YPD 2215 45 2260 98,0 2,0 100
YPDE2 2155 75 2230 96,6 34 100
YPDE4 1530 220 1750 874 12,6 100
YPDEG6 1580 300 1880 84,0 16,0 100

YPDAc0.02 1215 45 1260 96,4 3,6 100
YPDAc0.04 1365 85 1450 94,1 5.9 100
YPDAc0.06 1315 170 1485 88,6 11,4 100
YPDAc0.08 1210 620 1830 66,1 33,9 100
YPDAcO.1 1480 1020 2500 59,2 40,8 100

Tabla A-11 Tasas de crecimiento de los conjugantes de esporas BGT en medios con etanol

Cepa
- Mediorde culfivo - -B16- - BGT249 BGT269 BGT409

YPD 0,28 0,40 0,40 0,38
YPDE3 0,26 0,30 0,31 0,30
YPDE6 0,21 0,21 0,25 0,23
YPDE9 0,07 0,08 0,07 0,07
YPDEI12 0,01 0,02 0,03 0,01
YPDE15 0,01 0,02 0,01 0,00

Tabla A-12 Hidrofobicidad superficial en la cepa B16

DO . DO residual Hidrofobicidad
Fase de Crecimiento inicial 1 2 3 4 MY (%)
Fase exponencial 0,53 0,25 032 037 0,36 0,32 38,72
Fase estacionaria 0,47 0,21 0,16 0,22 0,23 0,21 56,33
Fase de velo 0,52 0,12 0,12 0,09 027 0,15 70,80
Fase de velo/ProtK 0,53 0,51 0,41 042 045 0,45 15,05

) Media de las 4 determinaciones de DO residual
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