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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Con el fin de obtener cepas de levaduras més tolerantes
a etanol que las existentes en la naturaleza, en: este trabajo
se ha realizado el andlisis genético de la tolerancia a etanol
de cepas vinicas seleccionadas por su tolerancia a este compuesto.

Las principales conclusiones son las siguientes:

1. La inhibicidén del crecimiento por etanol es distinta en las

distintas cepas.

2. La produccién de etanol puede optimizarse modificando las
condiciones de fermentacidn (adicidén de sustrato a concentraciones

no inhibitorias, suplementos nutricionales, reciclado de células).

3. Las caracteristicas mas deseables para la produccidén de etanol
(tolerancia del crecimiento a etanol, a sustrato, alta actividad
invertasa, floculencia, etc.) estdn repartidas entre distintas

cepas.

4, Las cepas estudiadas son homotélicas, excepto las de flor
que son heterotdlicas, generando esporas haploides o proéximas

a la haploidia.

5. La formacidén de velo parece depender de al menos dos genes

nucleares y de la presencia de mitocondrias funcionales.

6. En condiciones no extrema de temperatura y etanol, la tolerancia
del crecimiento a etanol viene determinada fundamentalmente
por genes nucleares. La diferencia en tolerancia del crecimiento
a etanol encontrada entré las cepas estudiadas se debe a varios
genes, distintos en las distintas cepas y a distintas concentracio-

nes de etanol.

7. En condiciones extremas, la supervivencia es la que determina
la tolerancia del crecimiento a etanol, y estd codificada por

genes mitocondriales,



ii
8. En condiciones no extremas, se puede mejorar la tolerancia
por complementacidn entre cepas no isogénicas; en condiciones
extremas, la seleccidn debe realizarse en base a la estabilidad

respiratoria del genomio mitocondrial.

9. La inhibicidén del crecimiento por etanol estid relacionada
con la capacidad de interaccidn del etanol con la membrana celular,

¥ la supervivencia por su interaccidén con la membrana mitocondrial.

10. La capacidad de las membranas celulares de adaptarse a etanol
es una propiedad que depende de 1la naturaleza de cada cepa.

El proceso requiere sintesis de proteinas y una fuente de energia.

11. La seleccidén por cultivo continuo de hibridos entre cepas
vinicas y cepas genéticas ha permitido el aislamiento de cepas
capaces de crecer y  fermentar en 15% de etanol y de producir

cantidades similares a partir de glucosa.

12, Durante 1la realizacidén de esta Tesis, se han desarrollado
los siguientes métodos de trabajos con resultados sumamente
satisfactorios:

a) Métodos bioquimicos. Ensayo de actividad hidrolitica sobre

disacaridos que liberan glucosa, mediante el registro continuo

de la liberacidn de este azlcar.

b) Métodos microbiolégicos. Cultivo continuo  controlando

la turbidez por pH y por pulsos de diluciédn, que permiten
variar las condiciones de cuitivo.
Estimacidon de 1la tolerancia del crecimiento a etanol de
cepas de levaduras mediante medidas de las curvas de acidificacidn
Estimacién de la capacidad de supervivencia en condiciones
extremas mediante 1la resistencia a 1la formacién de mutantes

[}hollinducida por etanoc] (frecuencia de mutantes '"petite")

c) Métodos genéticos. Seleccidén de hibridos y heteroplasmontes

vinico-genéticos a partir de cepas vinicas homotdlicas vy

cepas de laboratorio heterotalicas.
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SIMBOLOS

constantes empiricas

concentracidn de producto

'tiempo

tasa de crecimiento

tasa de crecimiento en medio sin etanol
tasa de crecimiento méxima

tasa especifica de crecimiento

tasa especifica de muerte

nimero de células

namero de células inicial

nﬁmefo de células a tiempo t

tasa de fermentaciédén

rendimiento

rendimiento producto/biomasa

tiempo de generacidn

volumen de la vasija de cultivo en un quimiostato
flujo de medio en un cultivo continuo
tasa de dilucidén de un cultivo continuo
tasa de acidificacidn

concentracidén inicial de etanol en la vasija de cul-
tivo de un quimiostato

concentracidén de etanol en la vasija de cultivo de
un quimiostato, después de l... n pulsos de dilucién
de medio con R% de etanol

concentracidn de etanol de la vasija de alimentacidn
de un guimiostato

constante de inhibicién

temperatura miaxima de crecimiento

constante de aumento del flujo pasivo de protones
constante de difusibén en ausencia de etanol

constante de difusidén a la concentracidn x de etanol
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pH de equilibrio
pH critico
tasa de induccién de mutantes "petite"
frecuencia inicial de mutantes [%ho;]

frecuencia de mutantes [}ho{}a tiempo t
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INTRODUCCION GENERAL

El etamol como alternativa energética v

En apenas un siglo casi se ha consumido el petréleo acumulado
en la tierra durante millones de afios. El reconocimiento de que
estas reservas petroliferas no son infinitas ha potenciado el
desarrollo de nuevas fuentes de energia renovable. En este sentido,
el etanol es un buen candidato energético y su obtencién por fermenta
cidén, una fuente de energia renovable de creciente interés.

El uso del etanol como combustible no es un concepto nuevo.
A principios de siglo por ejemplo, se llegaron a disefiar vehiculos
capaces de utilizar gasolina, etanol, o cualquier mezcla de ambos
{("model T" de Ford). Sin embargo, ha sido el encarecimiento creciente
de los crudos de petrdleo a partir de 1977 lo que ha activado
la produccién de etanol con fines energéticos, llegindose a multipli-
car por 10 el volumen de produccidn en los "paises desarrollados"
durante los udltimos 7 afios (gp). En la actualidad el etanol afiadido
a la gasolina en un 10% v/v (mezcla conocida como gasohol) llega
a suplir grandes cantidades de combustible (en E.E.U.U. por ejemplo,
més del 8% del petréleo), obteniéndose ademds una gasolina de
mayor octanage libre de plomo. El gasohol ha sido considerado
por algunos como el primer paso hacia la independencia energética
(44. AGn asi, hoy en dia obtener etanol por fermentacién es mas
caro que obtener gasolina, por lo que la sustitucién de la industria
"petroquimica" por la "alcoholquimica'" es en este momento un proyecto
utdpico.

El abaratamiento del coste de produccidén de etanol juega
un papel decisivo. En términos generales, la tecnologia de 1la
fermentacién ha introducido grandes innovaciones al disefio clasico
de produccidédn, marcadas principalmente por el empleo de cultivos
continuos (29. Sin embargo, la obtencidén de etanol por fermentacién

es aln un proceso de bajo rendimiento, debido sobre todo a factores



de dificil solucién técnica, como la inhibicién ejercida por el
mismo etanol sobre el microorganismo que lo produce (54). Para
evitar esta inhibicidén, han sido miltiples las soluciones técnicas
empleadas, encaminadas a retirar el etanol a la vez que se produce
(fermentacién con extraccién al vacio, o en presencia de solventes
preferentes de etanol, etc.), pero esto acarrea problemas adicionales
que hacen impractico su uso (40). En este sentida, el problema
puede tener una mejor solucibén abordado desde el punto de vista
biolégico: la obtencién de organismos productores mas tolerantes

a este efecto todxico ofrece una alternativa bioldgica al problema

de la inhibicién.

Tolerancia a etanol de organismos productores

Saccharomyces cerevisiae y otras levaduras son los organismos

més tolerantes a etanol de entre los eucariotas, ya que son capaceé
de crecer a concentraciones de entre 8-12% v/v etanol y de producir
més de un 12% v/v (9). Por ejemplo, las levaduras de flor caracteriza
das por su alto metabolismo oxidativo y su capacidad de formar
velo en el mosto fermentante, llegan a producir 18% v/v etanol
en los vinos finos de Jerez (D). Incluso en ciertas fermentaciones,
como en la elaboracién del sake (vino de arroz), algunas cepas
de levaduras producen hasta un 20% v/v de etanol (33.

Las bacterias son mucho més sensibles a etanol ya que concentra
ciones superiores al 15% matan instantaneamente a la mayoria de
las especies bacterianas. No obstante, existen excepciones, como

el Lactobacillus heterohiochii y Lactobacillus homohiochii, que

son los organismos mas tolerantes a etanol que se conoce, ya que
crecen hasta en un 20% v/v de etanol (38 (llegan a estropear el

sake), aunque no lo producen. Zymomonas mobilis es otra excepcidn.

Esta bacteria llega a crecer hasta en un 8% etanol y llega a producir
tanto etanol como las levaduras, a una tasa superior a la de cualquie
ra de ellas. Ademds son mis termotolerantes y osmotolerantes,
lo que hace que se la considere en los 0ltimos afios como un buen

candidato industrial. Sin embargo, Zymomonas mobilis sufre una

fuerte inhibicidn por encima del 9% de etanol (5~) lo que obliga al



uso de técnicas de reciclado de biomasa para obtener valores acepta-
bles de produccidéon (6). En la practica, la mayor tolerancia de

Saccharomyces y su facil manipulacién (sobre todo, en el aspecto

genético), hacen que este organismo tradicional mantenga la hegemonia

de la produccidén industrial.

Mecanismo de inhibicidén por etanol

El efecto inhibitorio del etanol es un problema que ha llamado
la atencidén de muchos investigadores en los Gltimos 50 afios por
su interés industrial, y también por su interés biomédico. No
en vano, el etanol es la droga de mayor aceptacién social en la
historia del hombre (quizés, la descripcidén biblica de la embriaguez
de Noé&, Génesis 9, 20-21, haga referencia .a la borrachera mas
antigua recogida en los escritos de 1la humanidad). Sin embargo,
aunque su efecto analgésico se relaciona con su interaccidn en
las membranas (72, practicamente se desconoce el mecanismo por
€l que el etanol afecta al sistema nervioso central, o en generai,
a los sistemas biolégicos. E1l etanol es una molécula pequefla (ver
descripcién en la Tabla I.1), que ejerce una inhibicién no competiti-
va en multitud de funciones (84). En el caso concreto de las levaduras
el‘ efecto del etanol es tan generalizado que resulta imposible
determinar fisiolbgicamente cual es el paso enzimdtico cuya inhibicidé n
acta de paso 1limitante del crecimiento y 1la fermentacidén, le-
calizédndose a veces en algin paso 'clave" de la glicolisis (53),

otras en el transporte de glucosa @7), etc.

Tabla I.1.Descripcidn de algunas constantes fisico-quimicas
del etanol.

Coeficiente Temperatura Temperatura
Férmula Peso Molecular de reparto  Densidad de ebullicién de congelacidn

CH3CH20H 46.07 0.14 0.816 g/ml 78.59C -114.1°C

El mecanismo por el que el etanol ejerce este efecto inhibito-

rio aln queda oscuro. Se ha observado una relacién entre la temperatu
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ra y el etanol, ya que la toxicidad del etanol aumenta cuando
aumenta la temperatura (85) y aquellas leyvaduras que son mas toleran-—
tes a etanol también lv son a la temperatura (5, 9,36)La presencia
simulténea de etanol y otros compuestos como glucosa, Aacidos deriva-
dos de la fermentacién, etc. pueden también aumentar esta toxicidad.
De ahi que con frecuencia se encuentre un efecto inhibitorio menor
cuando el etanol se afiade inicialmente al medio de cultivo que
cuando ese mismo etanol es producido por fermentacién. Otros alcoho-
les (metanol, propanol y butanol) ejercen un efecto inhibitorio
similar, pero la toxicidad es tanto mds acusada cuanto mayor es
la longitud de 1la cadena carbonada, lo que confiere una mayor
hidrofobicidad a la molécula. De ahi que 1la inhibicién del etanol
se haya asociado con su capacidad de interaccionar con las zonas
hidrofébicas de los componentes celulares, especialmente con los
lipidos de 1la membrana. De hecho, son muchos 1los trabajos que
describen una mejora en la tolerancia y la produccién mediante
la adicidén a cultivos de 1levaduras de determinados esteroles y
&cidos grasos insaturados (20,32)Asi mismo se han logrado alteraciones
en la tolerancia mediante manipulacidén de la composicién lipidica
de la levadura (8). Concordantemente, los cambios que tienen lugar
en la composicién de lipidos de bacterias y levaduras cuando estos
organismos se cultivan en presencia de etanol, se han interpretado
como una respuesta fisioldégica de adaptacidén a estas condiciones
(38). Asi pues, es creencia generalizada que €l etanol ejerce su
efecto toxico debido a sus propiedades fisico-quimicas, por interac-
cién directa con las membranas, alterando su fluidez y en consecuen-
cia, todas 1las funciones que directa o indirectamente dependan
de ellas. Sin embargo, como se discutird mas adelante, ademas

del componente 1lipidico existen componentes protéicos implicados
directamente en la sensibilidad al etanol (3,23).La acumulacién' interna
de etanol también se ha sugerido que es un factor determinante
de la tolerancia (8) al afectar, entre otras funciones, a la ruté
glicolitica que transcurre intracelularmente. Sin embargo, la
tasa de difusién del etanol a través de las membranas biolégicas
hacen que la concentracién de etanol dentro ‘y fuera de la célula
se homogenice instantaneamente (30,%0), por lo que este enfoque del

problema resulta probablemente inapropiado.



Mejora genética de levaduras productoras de etanol

Aunque es mucha la informacién acumulada sobre el efecto
inhibitorio del etanol, desde el punto dé vista genético los conoci-
mientos son muy escasos. Se sabe desde hace mucho tiempo que en

Sacch, cerevisiae la tolerancia a etanol es una propiedad heredable

caracteristica de cada cepa (40 ), en la que estadn implicados un
gran nGmero de genes(lgﬁw)-Recientemente, se ha visto que cualquier

producto génico de Sacch. cerevisiae es susceptible de ser inhibido

por etanol, dado que cualquier gen, nuclear o extranuclear, puede
mutar a formas alélicas que reducen la tolerancia a etanol (3).
Sin embargo, queda por determinar cudles habria que modificar
para aumentar la tolerancia, Estos serian aquéllos que en su forma
alélica silvestre 1limitan el crecimiento en presencia de etanol.
Esta modificacidén debe ser compleja (cualitativa o cuantitativamente)
puesto que los intentos de obtener cepas més tolerantes por mutagéne-
sis y seleccién han sido, en general, infructuosos (13. La basqueda
en la naturaleza ha permitido, sin embargo, aislar cepas altamente
tolerantes a etanol, capaces de crecer a concentraciones del 15%
de este alcohol(5,9,3¢). Algunas de ellas constituyen el material
basico de esta Tesis. De hecho, en este trabajo se aborda el estudio
de las bases genéticas que determinan la mayor tolerancia de estas
cepas y consecuentemente con los resultados, se han empleado las

técnicas de manipulacidén genética apropiadas para obtener cepas

altn mas tolerantes.

Tolerancia del crecimiento a etanol

En éste y otros trabajos, el andlisis genético de la tolerancia
se realiza en base a la "tolerancia del crecimiento", medido como
la tasa de crecimiento 3&) o tiempo de generacién*(ﬁﬁ de cultivos
en presencia y ausencia de etanol. Las razones para ello son varias:
1) Desde el punto de vista aplicado, la velocidad de produccién
de etanol (dp/dt) se ve doblemente afectada por la tasa de crecimien-
to }/«), de acuerdo con la siguiente expresidn: dp/dt =V Xt , donde
£ = tiempo de fermentacién, p = concentracidn del producto, V); tasa
de fermentacidn y Xg = namero de células fermentando a tiempo

t. Asi, con una mayor tasa de crecimiento se consigue aumentar

j‘(:an/r



tanto la tasa de fermentacién como el ndmero de células de la
fermentacidén. Esto se debe a que, por una barte, »’: Yp/x}1+ C, vy

tanto el rendimiento producto biomasa, XE[E' como C se pueden
considerar constantes ( 1), por lo que el aumento de la tasa de
fermentacidn b), depende sb6lo del aumento de la tasa de crecimiento,
/h. Por otra parte, el nimero de células fermentantes también
aumenta como se deduce de la ecuacidén x = X e%t (66), donde X,

t
= namero de células del indéculo, y x = nimero de células que

t
estéan fermentando desplies de un tiempo t. De ahi, que una  mayor
tolerancia al etanol del crecimiento pueda acelerar la velocidad
de produccidn y aumentar la cantidad de etanol producido.

2) Desde el punto de vista bésio , un proceso mal conocido
genéticamente como la toxicidad del etanol, de efecto generalizado
sobre las diversas funciones celulares, requiere a su vez un analisis
genético que abarque (al menos en primera aproximacidén) el mayor

nimero de funciones posibles, y el crecimiento es la resultante

de la mayoria de ellas.

OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO

El objetivo fundamental de esta Tesis es el de la obtencidn
de cepas de levaduras altamente tolerantes a etanol. Puesto que
la estrategia experimental para obtener cepas altamente tolerantes
a etanol depende de la base genética de la tolerancia, el andlisis
de dicha base genética ha sido también objetivo prioritario del

trabajo.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El presente trabajo ha sido dividido Dbésicamente en seis

capitulos:
Capitulo 1: Caracterizacidn fisioldgica de levaduras vinicas.
Capitulo 2: Caracterizacidn genética de levaduras vinicas.
Capitulo 3: Genética de la tolerancia del crecimiento a etanol.
Capitulo 4: Herencia extranuclear de latolerancia al etanol.
Capitulo 5: Papel de la membrana en la tolerancia al etanol.
Capitulo 6: Seleccidn en cultivo continuo de hibridos de levaduras

tolerantes a etanol.
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El andlisis de 1los resultados se realiza preferentemente
de manera comparativa entre cepas del ‘mismo experimento, puesto
que pequefios cambios en la concentracidn de etanol y de la temperatu-
ra (factores de dificil control en el tiempo), afectan fuertemente
a los resultados.

Cada uno de los capitulos de esta Tesis tiene una entidad
propia, por lo que en cada uno de ellos se desarrolla una introduc-
cién especifica, se describen los materiales y métodos y se discuten
los resultados, de forma independiente a los demas. Finalmente,
se realiza una discusibén general para integrar 1los resultados
y conclusiones del conjunto del trabajo. Las cepas, composicidn
de los medios de cultivo y productos quimicos empleados se describen

en los apéndices correspondientes.



CAPITULO 1

CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LEVADURAS VINICAS

Introduccidn

La produccién de etanol estd limitada por el efecto inhibitorio
que ejerce el propio etanol sobre 1la cepa que lo produce(38,54) y
por el aumento en la presién osmética debida a la alta concentracidn
de sustrato requerida (63). Adicionalmente, existe un efecto sinergis-
tico entre el etanol y el azicar (56) y entre el etanol y otros
derivados metabdlicos (69) que aumentan 1la inhibicién durante la
fermentacidén. Mientras que la inhibicidén por azlcar puede evitarse
con la adicién del sustrato en pequefias cantidades (33), el efecto
inhibitorio del etanol en 1las levaduras es dificilmente evitable.
Desde el punto de vista técnico, se han empleado varios métodos
para intentar paliarlo, principalmente métodos encaminados a retirar
el etanol a medida que se produce, lo que en general ha resultado
infructuoso (55), o a 1la manipulacién del "ambiente", reduciendo
la temperatura (44) o afladiendo determinados compuestos lipidicoé
(32) que reducen el efecto inhibitorio. La bGsqueda en la naturaleza
(9,36) 0 la obtencién en el laboratorio de levaduras mas tolerantes
a etanol ( 73), constituyen unas aproximaciones alternativas.

Ademés de los efectos inhibitorios méncionados, existen
otros factores que, sobre todo en 1la fermentacién industrial de
melazas, pueden limitar la produccién de etanol, como la actividad
invertasa (64) o la escasez de compuestos nitrogenados (31). La
fermentacién depende de 1la cantidad de células del cultivo, por
lo que, con frecuencia se reciclan, especialmente cuando la inhibi-
cién impide el aumento por crecimiento, aprovechando la capacidad
de floculacién en algunas cepas ( 8 ), © bien immovilizé&ndolas
en un soporte sélido ( 41), para potenciar la produccidn.

De los factores esbozados anteriormente, la inhibicién por
etanol es el proceso que juega un papel mas importante en la produc-

cién por fermentacidén bioldgica (4,51).En este primer capitulo se



describe una caracterizacidén inicial de. un grupo de levaduras
vinicas previamente seleccionadas por su gran tolerancia a etanol
y su capacidad de esporular. Esta caracterizacidén va encaminada
principalmente a establecer una clara clasificacidn fenotipica
seglin el caracter "tolerancia a etanol" de las mismas, que permita
un abordaje genético de esta propiedad. Adicionalmente, se pretende
que estas cepas constituyan un grupo genético de partida para
la obtencidén de levaduras productoras de etanol de interés aplicado.
Asi esta caracterizacidén inicial se hace extensiva a otros aspectos
biolbégicos importantes en la produccién mencionados anteriormente,
como la tolerancia a altas concentraciones de carbohidratos, o
la capacidad de fermentar eficientemente melazas de remolacha,
como medio barato de uso cotidiano en la industria de la produccién

de etanol.

Materiales y Mé&todos

Organismos

Las levaduras vinicas ACA4, ACA21, ACAl167, ACAl74, 1IF182,
IFI256 y 1las de flor FJF206 y FJF414 son cepasbque presentan una
gran tolerancia a etanol (9), de ahi que se hayan seleccionado
para un estudio detallado en este capitulo. ACA346 se selecciond
por su capacidad de flocular y las cepas DS8 y RBY-D5A, como contro-
lées de laboratorio e industrial respectivamente (ver apéndice

I para descripcién de cepas).

Medios de cultivo

Como medio de laboratorio se utilizd el medio nutritivo

YPD (ver apéndice II). Concentraciones de glucosa distintas del
2%, o la adicién de etanol a este medio, se indican como YPD (%
p/v glucosa) e YPDE (X%), siendo X la concentracidén de etanol
(v/v) en el mismo.

Como medio industrial se wutilizaron melazas de remolacha,

obtenidas de Unidn Alcoholera Espafiola, S.A., Granada. Estas melazas

(72% p/v sacarosa) se diluyeron con agua destilada hasta obtener
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un 3.6% p/v de sacarosa para medir crecimiento, o hasta un 12%
un 15% o un 20% p/v para medir fermentacidén. Dado que las melazas
de remolacha son muy pobres en compuestos nitrogenados y que muchas
Ievaduras requieren factores de crecimiento para crecer en este
sustrato (36) en ocasiones se suplementaron las melazas con 0.5
g/l de fosfato diambénico, 0.5 g/1 de biotina o 6.7 g/l de "Difco
yeast Nitrogen Base with Ammonium Sulphate" (YNB), indicéndose
en cada caso el suplemento empleado. Este medio se acidificdé hasta
pH 4.5 y se utilizd sin esterilizacidén previa, para imitar en
todo 1lo posible las condiciones utilizadas habitualmente en 1la

industria.

Condiciones de cultivo

Crecimiento: Tubos de 10 ml de capacidad que contenian 3.5 ml
del medio de cultivo de que se tratase, se inocularon con 0.02
ml de un cultivo estacionario crecido en YPD y se incubaron a
302C sin agitacidn. Periddicamente se midié la turbidez en un
Spectronic 20 (Bausch & Lomb, Bélgica) a 660 nm de longitud de
onda en cultivos con medios de laboratorio, y a 685 nm en cultivos
con melazas. El crecimiento, expresado como tasa maxima de crecimien-
to S/A), se determindé a partir del tiempo medio de duplicacidn
(tiempo de generacién,T ) durante el aumento exponencial de turbidez,

de acuerdo con la expresién/}&:ln ZAT .

Fermentacion: Frascos de 100 ml de capaéidad con 28.5 ml del medio
de cultivo de que se tratase se inocularon con 1.5 ml de un cultivo
estacionario en YPD y se incubaron a 30¢C con agitacién (160 rpm).
Estos frascos se prepararon con una trampilla de agua para permitir
la salida del CO2 producido. Periddicamente, se tomaron 0.5 ml
de muestra para determinar la concentracidén de azlcar y la de
etanol (ver '"Procedimientos analiticos"), asi como para estimar
el nGmero de células, midiendo la turbidez a 660 nm en un Spectronic
2000 (Bausch & Lomb, Bélgica). La velocidad de fermentacién se

determind midiendo el consumo medio de az(car por unidad de tiempo
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durante la fermentacidén, y la cantidad méxima de etanol producido,
como la concentracién del mismo existente, una vez agotado el

azucar del medio.

Fermentacién con adicién parcial de sustrato: La fermentacidn
se realizd en medio YPD (8% p/v glucosa) como se ha descrito anterior
mente. Cuando se agotaba la glucosa del medio (concentracién inferior

a 0.1%), se afiadia glucosa hasta obtener un 8.5%.
repitiéndose una segunda vez este proceso, con lo cual, se realizd
una fermentacién global de un 25% de glucosa. Como control y en

paralelo, se realizd una fermentacidén con YPD y 25% de glucosa

inicial.

Fermentacidén con reciclado de células: Melazas con un 12% de sacarosa
y suplementadas con fosfato diaménico, se inocularon y fermentaron
como se ha descrito anteriormente. Una vez agotada la sacarosa
del medio, se recogieron las células del cultivo por centrifugacidn
a 5000 g durante 10 minutos, se secaron con papel de filtro, se
pesaron (peso himedo) y se resuspendieron en 30 ml de nuevo medio
en las mismas condiciones, repitiéndose el proceso hasta realizar
tres fermentaciones. Finalmente, se llevd a cabo una cuarta fermenta-
cién resuspendiendo las células en melazas con un 20% de sacarosa.
Con 1la cepa ACA346, capaz de flocular, las células se recogieron

por simple decantacidn del medio, sin centrifugacién.

Procedimientos analiticos

La concentracidén de glucosa se determindé inyectando 25 pl
de medio con una microjeringa en un analizador de glucosa YSI
modelo 27 (Yellow Spring Instruments, Yellow Springs, OH E.E.U.U.).

La concentracidn de sacarosa se determindé midiendo la glucosa
liberada tras mezclar 25 Pl de la muestra con 25 pl de una solucidn
de 10 mg/ml de invertasa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO E.E.U.U.)

La concentracién de etanol se determind enzimaticamente,
siguiendo el método descrito por Kaplan y Giotti (43).

La cantidad total de proteinas se determindé mediante el

método descrito por Lowry et al. (49.
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Determinacién de 1la actividad invertasa: Se cultivaron células
en 3 ml de YPD (5% p/v glucosa) para deéerminar la actividad basal
y en 3 ml de YPM (maltosa como fuente de carbono, ver apéndice
II), para determinar la actividad inducida . Cuando los cultivos
alcanzaron una absorbancia a 660 nm de 0.5, las células se recogieron
por centrifugacién a 5000 g durante 5 min, se lavaron dos veces
con tampdén fosfato 1M pH 7.0 (27) y se resuspendieron en 3 ml del
mismo tampdén. Para 1la determinacidén del contenido en proteinas
se tomd 1 ml de esta suspensidén y las células de los restantes
2 ml se toluenizaron, afiadiendo 0.1 ml de una mezcla 1:1 tolueno-
etanol, y se incubaron con fuerte agitacidén durante 5 min a 30°C.
Las células toluenizadas se recogieron por centrifugacién, se
resuspendieron en 2 ml del mismo tampdn suplementado con 1% sacarosa

y se determind la liberacién de glucosa cada 2 min.

Ensayo ripido de la actividad invertasa: Células de un cultivo
estacionario en YPD se resuspendieron en 0.2 ml de agua con 50%
sacarosa. 25 }ﬂ. de esta suspensién se inyectaron en un analizador
de glucosa YSI modelo 27 y se midié y registrd la liberacidn de

glucosa durante 20 segundos.

Resultados

Inhibicidn del crecimiento por etanol

El aumento en la concentracién de etanol en el medio de
cultivo ejerce un efecto inhibitorio en ‘el crecimiento de las
levaduras, distinto de unas cepas a otras (@). En las cepas caracteri
zadas en este trabajo, se observaron bésicamente tres tipos de
comportamiento en relacién «con esta inhibicidn, representados
en la Fig. 1l:la. En las cepas IFI82, IFI256 y DS8 (control de
laboratorio), la inhibicién del crecimiento con las concentraciones
crecientes de etanol fué de tipo lineal, mientras que las cepas
ACA4, ACA21, ACA174 y RBY-DSA (control industrial) mostraron una
inhibicién' exponencial. En 1las cepas de flor FJF206 y FJF4l4,

apenas hubo inhibicién hasta un 6% (v/v). Por encima de esta concen-
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tracidn, la inhibicidén fué maAs acusada. Las cepas de flor fueron,
con diferencia, las menos inhibidas re&Specto al crecimiento sin
etanol (Tabla 1.1). Incluso en valores absolutos, la tasa de creci-
miento por encima del 9-10% (v/v) etanol fué ligeramente superior

en estas cepas, incluyendo el control industrial.
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Figura 1.1. a) Inhibicién del crecimiento {®) por concentraciones
crecientes de etanol, en las levaduras de flor FJF206 y FJF4lt (@),
en las cepas vinicas ACA4, ACA21 y ACA174 (&), en las cepas vinicas
IFI82 e IF1256 (M) y en el control. de laboratorio DS8 (O). El con-
trol industrial RBY-DS5A se inhibié como las cepas ACA. b) Inhibi-
cién del crecimiento por concentraciones crecientes de glucosa en
las cepas de flor (@) y en las demas (O), inclusive las cepas con-
trol. Los resultados representan la media y la desviacidn tipica de
3-4 experimentos realizados con cada una de las cepas.

Inhibicién del crecimiento por glucosa

La inhibicibén ejercida en el crecimiento por concentraciones
crecientes de glucosa fué diferente de la ejercida por el etanol
(Fig. 1.1b). En todas las cepas, excepto las de flor, la tasa
de crecimiento se mantuvo constante hasta un 10% (p/v) .de glucosa,
por encima del cual se observdé una reduccién progresiva, llegando
a disminuir hasta un. 25-40% (segin la cepa) en medio con un 25%
{(p/v) de glucosa (Tabla 1.1). En las levaduras de flor la inhibicidn
no obedecié a este patrén. Las cepas de flor crecieron més lentamente
en condiciones Optimas (Tabla 1.1), pero mantuvieron la misma
tasa de crecimiento hasta un 25% (p/v) de glucosa. Por encima
de esta concentracién, la tasa de crecimiento se redujo, .obteniéndo-

se valores absolutos similares a los de las demis cepas.
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Tabla 1.1, Pardmetros generales (media de 3-4 experimentos) determinados en las levaduras
vinicas caracterizadas. Crecimiento en YPD, YPD (25% p/v glucosa) (YPD25) y en YPDE (10%)
(YPDE). Velocidad de fermentacién expresada como consumo de azicar en melazas (12% sacarosa,
con fosfato diambnico y pH 4.5) y en YPD (30% p/v glucosa) (YPD30). Actividad basal, indu-
cida y cociente inducida/basal. %i = % de inhibicién respecto a YPD.

Tasa de crecimiento Sh) (h~1) Velocidad de Actividad invertasa
fermentacidn {(g/1/h)  (ng gluc./s/pg prot.)
Cepa YPD  YPD25 % YPDE  %i Melazas YPD30 Basal Inducida 1/8
ACAL 0.47 0.31 34% 0.09 81% 4.6 4.0 0.13 2.7 20
ACA21 0.44 0.30 32% 0.11 75% 0.0 4,3 ND ND ND
ACA174 0.40 0.30 5% 0.13 70% 4.8 4.2 0.37 6.1 16
IF182 0.40 0.26 35% 0.12 70% 0.0 3.7 0.12 0.17 1
IF1256 0.43 0.26  40% 0.11 715% 7.1 4.3 0.27 4.6 16
FJFZ06 0.31 0.26 15% 0.12 61% 3.2 ND 0.34 1.7 5
FJF414 0.29 0.30 0% 0.14 52% 4.3 2.7 0.16 1.6 10
RBY-DS5A 0.41 - 0.27 34% 0.08 81% 5.1 4.5 1.37 13.8 10
DS8. 0.39 0.29 26% 0.06 85% ND ND 0.23 1.2 5

ND = no determinado

Efecto de adiciones sucesivas de glucosa en la fermentacidn

El efecto que tiene sobre 1la fermentacién 1la utilizacidn
de concentraciones inicialmente altas de glucosa (25% p/v) se
compard con el que tiene iugar cuando se utiliza 8% p/v de glucosa
inicial y se 1llevan a cabo adiciones sucesivas de 8% de glucosa.
En estos experimentos se emplearon las cepas ACA4 y FJF4l14, de
comportamientos extremos respecto a 1la inhibicidn por sustrato
(Tabla 1.1). La cepa ACA4, cuya tasa de crecimiento se inhibid
por concentraciones de glucosa superiores al 10%, mostré una mejora
significativa en 1la velocidad de crecimiento y de produccidén de
etanol, cuando un 25% de glucosa se fermentd en lotes (8% inicial
y dos adiciones posteriores hasta alcanzar un 25% de glucosa final
fermentada), con respecto a la fermentacidén en un 25% de glucosa
inicial (Fig. 1.2a), siendo kprécticamente el mismo el valor final
de etanol alcanzado. Sin embargo en FJF414, cuya tasa de crecimiento
permanecid constante hasta un 25% de glucosa (Tabla 1.1), no se
observd ninguna mejora en la tasa de fermentacidén ni en la cantidad

final de etanol producido (Fig. 1.2b).
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Figura 1.2. Produccién de etanol {AA) y creciniento
(células/n1) (7.8 en las cepas ACAL (a) y FUF414 (b) en
la fermentacidén de un 25% de glucosa inicial (A,@), com-
parado con la fermentacidn de-la misma cantidad en partes
(8% inicial y dos adiciones hasta un 25% de glucosa final
(indicadas por la flecha) (A0). Los resultados indicados
son valores medios de tres experimentos.

Crecimiento y fermentacidén en medio industrial

Cuando estas cepas se emplearon para fermentar melazas de
remolacha (12% sacarosa, suplementadas con fosfato aménico y pH
4.5), 1los resultados fueron en parte distintos a los obtenidos
en medio de laboratorio (Tabla 1.1). Algunas de las mejores cepas
fermentando YPD (30% p/v glucosa), también lo fueron en la fermenta-
cién de melazas (IFI256, RBY-D5A). Sin embargo, cepas como IFI82
y ACA21 que en YPD (30% p/v glucosa) consumieron 3.7 y 4.3 g/l/h
respectivamente, fueron incapaces de fermentar medio industrial
(Tabla 1.1). Esta capacidad se vié que era debida a la carencia

de actividad invertasa, como mostrd un ensayo rapido de la misma
(Fig. 1.3).

MMY;1F182

. glucosa

IFi82

ACA21
10 sec.

) Tiempo
Figura 1.3. a) Llberacién de glucosa registrada durante
algunos segundos en una mezcla de células de la cepa
MMY1 y sacarosa, como método rdpido de determinacidn de
la actividad invertasa. b) Aplicacién del método para

determinar la actividad de ACA21, IFI82 y un hibrido
IFI82 /MMY1L. ‘
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Esta actividad también se determiné en la mayoria de las
cepas por métodos cuantitativos convenéionales (Tabla 1.1).
Como en el casé anterior, IFI82 mostrdé una actividad invertasa
despreciable (en ACA21 no se determiné). En las restantes cepas,
la actividad especifica en condiciones basales oscildé en torno
a 0.25 ng glucosa/s/Pg de proteina, excepto RBY-D5A en la que
fué casi 5 veces mayor, y el incremento en condiciones de desrepre-
sion fué entre 5-20 veces la actividad basal.

En melazas no suplementadas, tanto el crecimiento (melazas
3.6% sacarosa) como la fermentacién (melazas 12% sacarosa) transcu-
rrieron muy lentamente (Fig. 1.4). La adicidén de una fuente de
amonio (suplemento sistematico en la fermentacidén de melazas)
de ‘biotina, o de éstos y otros componentes del medio minimo YNB,

permitié un aumento proporcional en ambos parametros (Fig. 1.4).
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Figura 1.4. a) Crecimiento en melazas 3.6% sacarosa
(incremento de absorbancia a 6385 nm). b) Fermentacién
de melazas 12% sacarosa (consumo de sacarosa) de la
levadura ACA167, en medio sin suplementar (M), suple-
mentado con biotina (O), fosfato diaménico (A) o YNB
(@). E1 efecto obtenido con el suplemento simulténeo de
amonio y biotina (no representado en la figura) fué si-
milar al de YNB.

Fermentacion de melazas con reciclado de células

La velocidad de consumo de azicar fué baja en melazas 12%
sacarosa (Tabla 1.1), y practicamente nula en melazas 15% sacarosa.
La fermentacién pudo acelerarse cuando las células de una fermenta-
cién se recogieron y reutilizaron para fermentar medio fresco,
durante cuatro fermentaciones consecutivas, las tres primeras
con melazas 12% sacarosa y una cuarta con 20% sacarosa. La Tabla
1.2 muestra los resultados obtenidos con la cepa ACA346 (capaz

de flocular en este medio) e IFI256 (la mejor fermentadora de
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melazas). El crecimiento celular en melazds 12% sacarosa fué aproxima
damente constante, de 0.5 g de peso seco/fermentacidén para ACA346
y 0.6 para IFI256, lo que permitid que reciclados sucesivos aumenta-
ran la velocidad de fermentacién, produciendo la misma concentracidn
finél de etanol. Las condiciones adversas de unas melazas mas
concentradas (20% sacarosa) impidieron el crecimiento en una cuarta
fermentacidén. Incluso,  es posible que en este medio se ejerciera
un efecto toxico que incrementara la muerte celular. AGn asi,
se obtuvo una velocidad de fermentacidén comparable a la obtenida
inicialmente en melazas 12% sacarosa (Tabla 1.2), fermentando

todo el azGcar a etanol.

Tabla 1.2. Velocidad de fermentacién {g sacarosa consumidos/1/h), concentracién maxima
de etanol producida (% v/v) y cantidad de células obtenidas (g peso himedo) en fermen-
taciones de melazas de remolacha con las concentraciones de sacarosa (% p/v) indicadas,
reciclando las células de una fermentacién para la siguiente. Las cepas utilizadas fue-
ron ACA346 e IFI256.

Fermentaciones Velocidad de fermentacién Etanol producide Biomasa producida
(g/1/h) (% v/v) (g)
ACA346 IF1256 ACA346  IFI256 ACA346 IF1256
12 (12% sacarosa) 4.6 7.0 6.1 6.2 0.32 0.60
22 (12% sacarosa) 10.7 10.2 6.2 6.4 0.85 1.23
32 (12% sacarosa) 11.8 17.8 6.0 6.3 1.40 1.84
42 (20% sacarosa) 7.9 8.6 10.7 12.5 1.40 1.56

Discusidn

La inhibicién que ejerce el etanol sobre el crecimiento
ha sido objeto de muchos trabajos, describiéndose para distintas
levaduras curvas que se ajustan a una inhibicién exponencial

(2, 4 ), lineal (35), parabdlica (5) o hiperbélica (61), entre otras

menos frecuentes (ver van Uden, . (83)y(gd} Las cepas de esta Tesis
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también sufrieron distintos tipos de inhibicidn, siendo lineal
en algunas, exponencial en otras y apérentemente lineal tras un
"plateau" (hasta 6% v/v etanol) en las levaduras de flor. Al igual
que ya observaran otros autores (19,40) el tipo de inhibicién por
etanol resultd ser una caracteristica de cada cepa y no de cada
especie, ya que especies distintas fueron igualmente inhibidas

(por ejemplo, RBY-D5A, Sacch. cerevisiae, y ACA4, T. delbruckii),

mientras que algunas de la misma especie se inhibieron de manera
diferente (por ejemplo, DS8 y ACA174, ambas Sacch. cerevisiae)
(Tabla 1.1, Fig. 1.1).

El efecto inhibitorio de las altas concentraciones de azlcar
sigue un modelo de inhibicidn diferente al del etanocl, y muy similar
entre distintas levaduras (56). La mayoria de las cepas caracterizadas
en este apartado sufrieron una inhibicién del crecimiento a concentra
ciones de glucosa superiores al 10% (Fig. 1.1), llegando a reducirse
hasta un 25-40% en medio con 25% glucosa (Tabla 1.1). La reduccidn
de este efecto inhibitorio por la adicidén de aziGcar en cantidades
no ‘inhibitorias (8-8.5%), permitid un aumento en la velocidad
inicial de produccidén de etanol, sin afectar al etanol maximo
producido (Fig. 1.2). Otros autores ( 33 ) también han obtenido
un aumento en la cantidad de etanol final al afiadir el sustrato
poco a poco durante la fermentacidn. Las levaduras de flor presenta-
ron una inhibicidén por glucosa distinta a las cepas anteriores,
ya que su tasa de crecimiento ée mantuvo casi inalterable hasta
un 25% de glucosa. De hecho, en estas cepas la adicidén parcial
de glucosa no se tradujo en una mejora de la velocidad de fermenta-
cidon. Asi pues, aunque la inhibicién por sustrato podria evitarse
con la adicidén parcial del azGcar. el consecuente incremento en
la velocidad inicial de produccién depende del tipo de inhibiciédn
del crecimiento que sufra cada cepa.

La fermentacién de medios industriales acarrea frecuentemente
problemas adicionales a estos efectos inhibitorios. Las melazas
de remolacha son pobres en nitrdgeno y con frecuencia, la eficiente
fermentacion de estos medios por 1levaduras requieren la adicidn
de factores de crecimiento (36). El1 escaso crecimiento encontrado
con estas cepas cuando se emplearon melazas sin suplemento se

estimulé con 1la adicién de amonio, biotina o YNB, encontréndose
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un efecto similar en 1la velocidad de fermentacién (Fig. 1.4).
La adicidén de invertasa también se ha descrito como favorable

en la fermentacidén de melazas por Sacch. cerevisiae (64) indicando

que la hidrdlisis de sacarosa podria ser un paso limitante en
la fermentacién. En las cepas caracterizadas, se encontraron diferen-
cias de mas de 10 veces en la actividad invertasa de una a otra
cepa, sin que esto se reflejara en grandes diferencias en la veloci-
dad de fermentacién de melazas (Tabla 1.1), por lo que, con la
excepcién de IFI82 y ACA21 que no poseen invertasa, esta capacidad
hidrolitica no parece ser limitante en estas cepas. La sacarosa
€s un compuesto muy abundante en los medios industriales, por
lo que el ensayo desarrollado podria ser utilizado como un método
practico para la medida de la actividad invertasa (Fig. 1.3).

En ocasiones, el crecimiento y la fermentacibén apenas tienen
lugar cuando se utilizan melazas con mds de un 15% de sacarosa
(36). En las melazas aqui empleadas (12% sacarosa, suplementadas
con fosfato aménico) se obtuvo una velocidad de fermentacién compara-
ble a la obtenida en medio YPD (30% p/v glucosa) (Tabla 1.1) pero,
reciclando las células de una a otra fermentacién, se incrementd
progresivamente la velocidad de produccién (Tabla 1.2). Utilizando
las células recicladas durante tres fermentaciones sucesivas para
fermentar finalmente melazas 20% sacarosa, todo el sustrato se
transformd en etanocl a una velocidad comparable a una fermentacidn
con 12% sacarosa inicial, sin que hubiera crecimiento. La floculacién
(como le ocurre a ACA346) tiene una importancia tecnolégica ampliamen
te conocida (8) en este proceso de reciclado.

En conjunto, la velocidad de fermentacién, uno de los objetivos
bdsicos de 1la produccién de etanol, depende en gran medida de
la tasa de crecimiento de manera que una reduccién de la inhibicién
del crecimiento durante la fermentacién (Fig. 1.2) o su estimulacién
mediante suplementos en el medio (Fig. 1.4), se reflejan en un
aumento de la velocidad de fermentacidén. En medios donde el crecimien
to es escaso o nulo, la fermentacién depende basicamente de 1la

cantidad de células que median el proceso (66) De ahi que un recicla-
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do de células (Tabla 1.2), se tradujera en un aumento de la velocidad
de produccidén. Las cepas aqui caractérizadas mostraron diversas
propiedades de interés industrial dispersas entre ellas, pero
en conjunto, todas presentaron una mayor tolerancia del crecimiento
en medio con etanol que otras de laboratorio. Estas levaduras
con una tolerancia bien caracterizada, constituyen el material
basico de esta Tesis, y en ellas se ha llevado a cabo un andlisis

comparativo de esta propiedad.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACION GENETICA DE LEVADURAS VINICAS

Introduccidn

En la levadura de uso comin en el laboratorio, Sacch. cerevisi-

ae, las células diploides esporulan en condiciones inducibles
experimentalmente, originando por meiosis 4 esporas haploides,
dos de sexo a y dos de sexo ® (segregacién mendeliana de los dos
alelos a y « del gen lilIA_T). Cuando se mezclan células de distinto
sexo, éstas conjugan dando lugar a diploides (Fig. 2.1). La estabili-
dad de ambas fases de ploidia, y la posibilidad de inducir la
conjugacidén y esporulacidén, ofrecen grandes véntajas desde el
punto de vista genético ya que permiten obtener féacilmente mutacio-

nes y estudiar la dominancia o recesividad de un caracter determinan-
do su expresién en diploides. También permite deducir el namero
de genes implicados en un caricter y su. localizacidén relativa

en el genomio, mediante andlisis de tetradas.
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Figura 2.1 .Ciclo de vida de Sacch. cerevisiae. a ycdson los
alelos mendelianos del gen MAT; HO y ho los del gen HO; ny 2n

representan una dotacién haploide - y diploide respectivamente.
Para Sacch. cerevisiae, n = 17,
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Este ciclo de vida, con alternancia dq fases haploide y diploide
estables, se denomina heterotalico (Fig. 2.1) y viene determinado
por el alelo recesivo ho del gen HO, independiente del gen MAT.
Su alelo dominante HO, confiere a las células la propiedad
de cambiar de sexo tras la primera divisidn mitdética. La posibilidad
de que una célula conjugue con sus Cdescendientes mitdticos (34,86),
equivale a que cada espora pueda duplicar isogénicamente su mzterial
genético, manteniendo heterccigosis s6lo para el locus sexuval
(a/a). Este ciclo, dencminado homotélico, (Fig. 2.1) se caracteriza.
por la reduccién de la fase haploide a una o pocas generaciones,
lo que dificulta por tanto la manipulacidén genética por técnicas
convencionales de ccniugacién cruzada,

Las levaduras industriales son - frecuentemente homotalicas
y ademés pcliploides o aneuploides (79. En consecuencia, nc conjugan
ni esporulan y si lo hacen, originan muchas esporas inviaktles.
Todas estas cerecteristicas complican la posibilidad de analisis
genético por conjugacidén. y analisis de tetradas. En -ocasiones
la bisqueda de esporas heterotalicas esponténeas (26) o inducidas me-
diante mutagénesis (22,62)ha permitido este tipo de anélisis, pero
normalmente se recurre al ‘'trasplante genético" a otras cepas
del cardcter en estudio, mediante transformacidén (79) u otras técnicas
genéticas (gy) o se llevan a cabo hibridaciones parasexuales
(78 .

Asi pues, la posibilidad de llevar a cabo un ciclo heterotalico
haplo/diploide regular es una caracteristica deseable en cualquier
programa de andlisis y mejora genética en cepas industriales,
ya que cualquier alteracidn de estas propiedades requiere estrategias
de andlisis complejas.

En este capitulo se exploran estas propiedades en las levaduras
vinicas caracterizadas anteriormente. Dado que, como se indicd
en la Introduccién General, el objetivo prioritario de esta Tesis
es el de 1la obtencién de cepas altamente tolerantes a etaﬁol,
los andlisis genéticos realizados han sido sélo el paso preliminar
necesario para definir la estrategia experimental que se 1iba a

seguir a fin de obtener estas cepas tolerantes. Por estas razones,
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caracteristicas tan interesantes como 1la formacién de velo, la
floculacién o incluso 1la posible existencia de alelos letales
y las aneuploidias han sido estudiadas de modo superficial. Andlisis
detallados se han llevado a cabo s6lo con el caracter 'tolerancia

a etanol" que se describe en el capitulo 3.

Materiales y Mé¢todos

Organismos

El andlisis genético se 1llevd a cabo con las cepas vinicas
ACA4, ACA21, ACAl174, 1IFI82, 1IFI256, 1las cepas de flor FJF206 y
FJF414 y como control se utilizd el diploide genético D3S8. En
experimentos de conjugacidén- se utilizaron las cepas D517-4B y

D273-11A, y la cepa MMY1l (descripcién de las mismas en el apéndice
I).

Esporulacién y diseccibén de ascas

Para inducir esporulacidn, colonias aisladas que habian
estado creciendo sobre YPD sélido durante 2 dias a 302C, se transfi-
rieron a medip sdélido de esporulacién (apéndice I1), se incubaron
a 22¢C y se incubaron durante 6-8 dias. Posteriormente las células
se resuspendieron en 0.3 ml de agua estéril. Una muestra se colocd
en una cémara de conteo Burke para estimar al microscopio la propor-
cidén de células que esporularon (n? de ascas/total). Al resto,

se afiadié 0.03 ml de helicasa (Suc d"Helix pomatia, IBF, Clichy,

Francia) para digerir la pared de las ascas y se incubd hasta
que al microscopio se observaba que la mayoria de las ascas pasaban
de formar un tetraedro a disponerse en un plano. El1 tiempo de
digestién varid de 10 min a mas de 1 hora, dependiendo de la cepa.
La diseccidn de las ascas y la separacién de sus esporas se realizd
con una microaguja de cristal y un micromanipulador (Lawrence
Instruments, OH E.E.U.U.), en YPD sélido. Una vez micromanipuladas,
las esporas se incubaron durante 3-4 dias a 30°C. La proporcidn
de colonias crecidas respecto al total de esporas aisladas determind

la viabilidad de los productos meidticos (% germinacién).
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Conjugacidn
Para determinar 1la capacidad de conjugar de cada cepa, se

prepararon dos mezclas de la misma con células de la cepa D517~

4B (MATa ade2 lys9) o de la cepa D273-11A (MATx adel hisl) respectiva

mente en YPD sblido y se incubaron a 3092C durante 4-5 h. La formacidn

de cigotos con una, otra o ninguna de las cepas de sexo conocido
determinaba el que la cepa fuera clasificada como heterotélica
de uno o el otro sexo u homotélica, respectivamente. En las cepas
heterotadlicas 1los hibridos se obtuvieron aislando cigotos de 1la
mezcla de conjugacidn por micromanipulacidn. En las cepas homotélicas

los hibridos se obtuvieron de la siguiente forma: se indujo la
esporulacidén como se ha descrito con anterioridad y las ascas
resultantes sé incubaron  con helicasa durante 30 min, agitando
periddicamente hasta obtener una suspensién abundante de esporas
libres. Las esporas se lavaron con agua estéril y finalmente se
recogieron por centrifugacién y se mezclaron en una proporcidn

1:3 con la cepa MMYl (MATX ura3-A52 cth) o con D517-4CD, un mutante

espontaneo resistente a ciloheximida (ChyR ) de 1la cepa D517-4B.
La mezcla de conjugacién se sembrd en YPD sbélido y se incubd a
30¢2C durante 6 h, transcurridas las cuales las células se resuspendie
ron en 0.5 ml de agua y se extendieron (diluyendo 10 veces) en
cajas que contenian medio minimo YNBD con 10 mg/l de cicloheximida,
Como control se sembraron en tres cajas de este mismo medio, 0.1
ml de 1la suspensidén de esporas, de células de la cepa MMYl o de
la cepa Db517-4BC respectivamente. Las colonias aparecidas a los
5 dias de incubacién a 302C, se aislaron para su posterior comproba-

cidén y andlisis (Fig. 2.2).

e 00y —~ %%

GENETICA B
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anlibR O O
s 107
Q)O Cigotos

...y HIBRIDOS

Medio minimo + antib.

Figura 2.2. Método de seleccién de hibridos vinico-genéticog
con cepas vinicas homotdlicas prototrofas, y una cepa genética
con auxotrofias y una resistencia (dominante) a un antibidtico.
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Auxanografia

La presencia de esporas auxdtrofas entre las derivadas de
las cepas vinicas se determind replicando las colonias aparecidas
tras incubacién de 4-5 dias a 30¢C en YPD,acajas con medios minimo
e YPD. Aquellas que no crecieron en medio minimo YNBD, se replicaron
a medio minimo suplementado con 500 mg/l de casaminoicidos, 1lo
que limitaba el estudio a sblo auxotrofias para aminoacidos. La
determinacién concreta del aminodcido requerido se realizd mediante
el test de Holliday (79, probando el crecimiento en cajas con
medio minimo suplementado (50 mg/l de cada aminodcido) con distintas

combinaciones de aminoacidos tomados de 4 en 4.

Otros caracteres

La formacién de velo, caracteristica exclusiva de las levaduras
de flor, se determindé en YPD liquido, incubando 15-20 dias a 2592C
sin agitacidn. La agregacién celular (microfloculacidén) y las
formas andmalas de las células se determinaron mediante observacién
al microscopio.

Los mutantes ‘'petite" se determinaron mediante réplica a

cajas YPG que contenian una fuente de carbono no fermentable.

Resultados

Viabilidad de los productos meidticos

La Tabla 2.1 recogé los resultados de las pruebas de esporula-
cidén de las cepas vinicas. Todas las cepas tenian un nivel aceptable
de esporulacidén, dando mayoritariamente 4 esporas/asca, excepto
IFI256, que sblo presentaba ascas con -  dos esporas. Comparando
con el control DS8, 1la cepa ACAl74 y sobre todo, las cepas de
flor, ofrecieron una especial dificultad en la micromanipulaciédn,
siendo necesario en ocasiones un largo periodo de digestidn enzimati-
ca del asca (hasta 60 min en FJF206) para hacer posible el aislamien

to de esporas.



26

Tabla 2.1 Eficiencia de la esporulacién, viabilidad y comportamiento sexual de las es-
poras derivadas de las cepas vinicas

Cepa  Esporulacién  N® de esporas/asca T%%mpo de diges- Esporaf viables Comportamiento
(%) tidn d?l asca (%) de las
(min) esporas
ACA4L 85% 2, 3, 4(1) 15 100% (17)(2) Todas
B esporulan
ACA21 100% 2, 3, 4 15 61% (15) "
ACAL74 23% 2,4 25 12% (13) "
IF182 90% 2, 3, & 10 77% (11) "
IF1256 100% 2 - 15 87% (16) "
FJF206 - 78% 2, 3, 4 60 50% (10) Todas
B conjugan
FJF414 82% 2, 3, 4 45 15% (10) n
0S8 92% 4 - 15 100% (10) "

)En subrayado, el caso mas frecuente.

Entre paréntesis, el ndmero de tetradas micromanipuladas.

La viabilidad de 1las esporas en estas mismas cepas fué muy
escasa. Aunque el prolongade tratamiento con helicasa pudo disminuir
la viabilidad, no es descartable una causa genética de este efecto.
De hecho, en FJF206, 1la supervivencia sistem&tica de sbélo dos
de las cuatro esporas (Fig. 2.3) podria deberse bien a la existencia
de un alelo 1letal recesivo, © bien a una aneuploidia del tipo
2n-1 (monosomia). En este Gltimo caso, la meiosis generaria dos
esporas viables (n) y dos inviables (n-1). En FJF414 germinaron
una o dos esporas por tetrada, lo que podria deberse a la presencia
en la cepa original de dos alelos letales o bien a determinadas alte-
raciones numéricas.

En IFI82 aparecieron con la misma frecuencia tetradas con
s6lo dos o con las cuatro esporas viables (Fig. 2.4), lo que podria
reflejar ‘la existencia de una trisomia (2n+1). La segregacidn
meibética de un mono- y un divalente generaria 4 esporas viables
(2n : 2n+l), mientras que 1la segregacién de trivalentes daria

lugar a dos esporas viables (n+2) y dos inviables (n-1).



Figura 2.3. Segregacidon de viabilidad y auxotrofia (crecimiento en medio rico YPD
[no crecimiento en medio minimo YNBD) de la primera generacién (10 tetradas com-

pletas) de la cepa de flor FJF206. Cada columna corresponde a las cuatro esporas
de un asca.

IF1 82 1a GENERACION

Figura 2.4. Segregacidn de viabilidad y auxotrofia (crecimiento en YPD no creci-
miento en YNBD) de la primera generacién (11 tetradas completas) de la cepa vi-
nica IFIB2. Cada columna corresponde a las cuatro esporas de un asca.
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Ademéas de la segregacidn en la viabilidad, 5 de 7 esporas de la
cepa de flor FJF414, y 13 de 20 en las de FJF206, no crecieron
en medio minimo (Fig. 2.3). Mediante una auxanografia se determind
que tanto las esporas auxdtrofas de FJF206 como las de FJF414,
requieren s6lo metionina para crecer. Para FJF206, la distribuciédn
de esta auxotrofia entre las esporas viables de cada tetrada,
sugiere que ésta depende de un solo gen y que éste es independiente
del que confiere letalidad. Todas las demés cepas originaron produc-
tos meidticos protdotrofos (Fig. 2.4 para IFI82).

Otros caracteres como 1la formacidén de velo en 1las cepas
de flor (Fig. 2.5 y 2.6), la "microfloculacién" de 1las células,
o la incapacidad de hidrolizar sacarosa (Suc ) de IFI82 y ACA21,
no presentaban segregacidon alguna, siendo las esporas idénticas
a la cepa parental. Esto es indicativo de que, o bien las cepas
son homocigdticas para este caracter, o bien de que se trata de

un caracter complejo gobernado por muchos genes.

Figura 2.5. Velo formado por levaduras de flor (denominado "flor" del
vino), durante la maduracién de un vino de Jerez, con un contenido al-
cohdlico superior al 15% v/v (Bodegas depomecq S-A. de Jerez de la
Frontera).
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Figura 2.6. Formacidn de velo en laboratorio (a la altura de laflecha) de:
(A), cepa D273-11A; (B), cepa D517-4B;(A/B), diploide formado por cruza-
miento de D273-11A y D517-4B; (FJF206), cepa vinica de flor;(FSP206), es-
pora de FJF206; (FSP206/B), diploide formado por cruzamiento de D517-4B

y FSP206; (FJF414), cepa vinica de flor; FSP414, espora de FJF&4l4;
(FSP414/B), diploide formado por cruzamiento de D517-4B y FSP414.

Cruzamientos

Caracteristicas como la auxotrofia Met- de algunas esporas
de flor, o 1la incapacidad de hidrolizar sacarosa (Suc-) de las
cepas ACA21 e IFI82, resultaron muy Gtiles como marcadores selectivos
para la manipulacidén genética. Sin embargo, la caracteristica
més importante para poder desarrollar estudios genéticos posteriores
fué la capacidad de conjugar mostrada por las esporas de las cepas

de flor (Tabla 2.1). Todas ellas conjugaron con Sacch. cerevisiae

de sexo a (D517-4B) o & (D273-11A), en una proporcidn que, a pesar
de 1la baja viabilidad de las esporas, puede estimarse de 2:2.
El aislamiento por micromanipulacidén de cigotos entre una espora
Met- de FJF414 (FSP414/6) y la cepa D517-4B origindé un 100% de
colonias genéticamente estables, es decir, que no segregaban en
mitosis sucesivas, a pesar de ser hibridos entre esporas de By

pretoriensis y Sacch. cerevisiae. Los hibridos resultantes eran

protdtrofos y, como se muestra en la Fig. 2.6, formaron velo,
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demostrando la dominancia de este caréacter. Estos diploides esporula-
ron dando mayoria de ascas de 4 esporas que, tras una digestién
de 10 min con helicasa, pudieron micromanipularse con facilidad,
generando un 100% de esporas viables. En el caso de los marcadores
ade2 (Fig. 2.7),  sexo, lys9 y met-, se obtuvo una segregacidn
2:2 para cada uno de ellos, caracteristica de genes Unicos con
dos alelos. La formacién de velo y 1la microfloculacién, dieron
una segregacién explicable en el caso mas sencillo como caracteristi-
ca de dos genes con dos alelos para cada marcador (Tabla 2.2).
En ambos casos, estos caracteres vendrian determinados por 1la

presencia simultanea del alelo dominante de cada gen.

Figura 2.7 . Segregacién del hibrido FDH1, proveniente del cruzamiento de
la espora FSP414/6

de FJF414 y la cepa DS517-4B. Las colonias rojas indican
la presencia del alelo recesivo ade2 del parental genético D517-4B.
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Tabla 2.2.Segregacién de los caracteres capacidad de formar fléculos y capacidad de

formar velo (+ = presencia del caricter), en 10 tetradas completas del hibrido entre
FSP414/6 y D517-4B.

Segregacidn
Caricter
Ditipo Parental Tetratipo Ditipo recombinante
2":2” 1723 0%:4”
Fléculo 6 4 0
Velo 1 8 1

Los genes que determinan la formacidn de velo son independientes,
Este caracter no se desarrolld en mutantes '"petite'" deficientes
en respiracién. Para la microfloculacién, los genes muestran ligamien
to y proximidad al centrdmero. Sin embargo, aunque la explicacién
més sencilla es que tanto el caracter '"velo" como el caracter
"floculacidn"  estén controlados por al menos dos genes, no puede
descartarse la existencia de situaciones mas complejas en la que
estén implicados un nimero superior de genes.

Adicionalmente se observd que una o dos colonias de cada
tetrada en esta segregacidén presentaron células con morfologia
atipica. (Fig. 2.8), quizés consecuencia del menor parentesco
entre la espora FSP414/6 de FJF414 y D517-4B, ya que los productos
meidticos del cruzamiento "entre esporas de FJF414 y FJF206, o
del cruzahiento D517-4B y D273-11A no presentaban ninguna morfologia
anormal. La segregacidén de todos estos caracteres en el hibrido
se ajustan a lo esperado para la meiosis de un diploide completo,
indicando que las esporas derivadas de las cepas de flor eran
probablemente haploides.

En el resto de las cepas, las esporas no conjugaron y volvieron
a esporular, como corresponde al caracter homotdlico. Dado que
los intentos de aislar hibridos cepa vinica/cepa de laboratorio
por micromanipulacidén = resultaron infructuosos, el aislamiento
se realizd por seleccidn segin se indica en Materiales y Métodos

y en la Fig. 2.2.



Figura 2.8. Morfologia celular atipica que presentan las células de algunas
de las colonias en la segregacidén del hibrido vinico-genético FDHI.

Como se muestra en la Tabla 2.3, sélo aparecieron colonias
en cajas de medio selectivo sembradas con mezclas de conjugacidn,
: N -6 -4
con una frecuencia que oscild entre 10 y 10 por cada espora

vinica (parental limitante), sin que aparecieran mutantes esponténeos
R s :
Cyh de 1las esporas vinicas o revertientes protdtrofos de las

cepas genéticas.

Tabla 2.3.Ndmero de colonias obtenidas al sembrar en medio selectivo una
mezcla de conjugacidén formada por 10 esporas de levaduras vinicas y 3-4x10

células de la cepa MMY1 (sexo ®) 6 D517-4BC (sexo a). La siembra control se
realizd con 10 células de MMY1l 6 D517-4B.

Mezcla de conjugacién:

Esporas de Esporas de Esporas de Control
IF125€ IF182 ACAL

+MMY1 +D517-4BC +MMY1 +D517-4BC +MMY1 +D517-4BC

N2 de colonias 2 0 110 12 89 b 0
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Las colonias seleccionadas del .cruzamiento entre esporas
de IFI82 y MMYl, hidrolizaban sacarosa (Fig. 1.3) y segregaban
2:2 para los caracteres Suc y Ura. El andlisis meidtico de algunas
colonias, seleccionadas del cruzamiento entre esporas de ACA4
y D517-4BC, también demostrd el carécter hibrido de estas células.
En una de estas colonias, de 7 ascas micromanipuladas (supervivencia
del 82%) se analizaron 3 tetradas completas, en las que dos esporas
originaron colonias que no conjugaron y si esporularon (homotélicas)
y las otras dos si conjugaron (heterotdlicas), siendo una del
sexo a y otra del X . También se obtuvo una clara segregacidn

1:1 de 1los marcadores ade2 y 1lys92, lo que confirmd el caracter

hibrido y la proximidad a la diploidia de estas cepas.

Discusidn

Como se refleja en la Tabla 2.1, todas 1las cepas producen
esporas viables en mayor o menor grado, pero sblo las cepas de
flor producen esporas heterotdlicas susceptibles de hibridacién
sexual por métodos convencionales (79). Estas cepas de flor son
altamente ‘"consanguineas" puesto que mostraron caracteristicas
fisiolégicas muy parecidas (capitulo 1), e incluso .segregaron
la misma auxotrofia. En base a ésto, es plausible que la segregacidn
encontrada en la viabilidad de sus esporas tenga una causa comin.
En FJF206, 1la inviabilidad podria deberse indistintamente a un
alelo letal recesivo o a una monosomia (2n-1) (Fig. 2.3). Sin
embargo, la presencia de una mayoria de tetradas con sdlo una
espora viable se explicaria més dificilmente por monosomia (como
ocurrié con FJF414), lo que sugiere que en ambas cepas, la presencia
en heterocigosis de uno o dos alelos letales recesivos en FJF206
y FJF414 respectivamente, sean la causa de esta segregacidn. No
obstante, no se puede descartar la existencia de situaciones mas
complejas, tales como aneuploidia para mis de un cromosoma, que
podria dar el mismo resultado.

Independientemente de la determinacidén taxondédmica de estas
levaduras de flor, la compatibilidad de su genomio con el de Sacch.

cerevisiae queda demostrada por la estabilidad de los hibridos
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y la alta viabilidad de las esporas derivadas de los mismos. Esto,
unido a la haploidia que parecen tener 1las esporas, hace que estas
cepas sean candidatos ideales para el andlisis genético de cualquier
caracter que las diferencie de las levaduras comunes del laboratorio.
De entre ellos, sobresalen por su interés en la maduracidén de
algunos vinos de alto contenido alcohdlico, la tolerancia a etanol
y la formacidén de velo. Este Gltimo carécter depende de la presencia
simulténea de dos alelos dominantes (Tabla 2.2 y Fig. 2.5) y al
menos en las esporas de FJF414, no se expresa en mutantes ''petite.
También la "microfloculacidn'" que presentan estas cepas parece

depender de la presencia simultanea de dos alelos, aunque la expre-

sién de este caracter depende no sblo de genes nucleares sino
también de las condiciones ambientales | y de factores citoplésmi-
cos (80).

Las demé&s cepas vinicas dieron lugar a esporas homotélicas
gque con un método selectivok apropiado (Fig. 2.2) pueden cruzarse
con una cepa de laboratorio, obteniéndose hibridos estables. La
baja frecuencia de conjugacidén quizds esté relacionada con la
ya descrita especificidad de 1las feromonas que intervienen en
el proceso, especialmente la a, puesta de manifiesto en el efecto en di—
faﬂﬂﬁesveaxxﬁes (o5) o a deficiencias sesgadas en el cambio de
sexo de las cepas homotédlicas (42), El hibrido formado segregaba
monogénicamente para el homotalismo/heterotalismo, lo que sugiere
que la conjugacidédn con la cepa heterotalica ocurrid por competencia
en la conjugacidén, y no por la aparicidén de esporas vinicas heterota-
licas por mutacién espontédnea (gp). Otros caracteres segregaron
también de forma monogénica, 1lo que sugiere que estas esporas
vinicas estén proximas a la haploidia, por lo que también son
propicias para un andlisis genético. Sin embargo y a diferencia
de las de flor, 1la viabilidad obtenida sugiere la existencia vde
aneuploidias. En el caso en que una cepa homotalica generara esporas
distintas entre si (segregara), un método de cruzamiento al azar
como el desarrollado para estas cepas (Fig. 2.2) no seria Gtil
para un anélisis genético convencional, puesto que se desconoceria

el fenotipo de la espora que entra en conjugacién. En ese caso,
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la duplicacidn isogénica del material ‘nuclear, su capacidad de
esporular nuevamente y el estudio del caracter en sucesivas generacio

nes ofrecen una alternativa al método aqui expuesto.
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CAPITULO 3

GENETICA DE LA TOLERANCIA DEL CRECIMIENTO A ETANOL

Introduccidn

Se desconoce 1la naturaleza y el nGmero de genes que hacen
que unas cepas sean mas tolerantes que otras a la presencia de

etanol en el medio. En Sacch. cerevisiae es posible obtener mutantes

sensibles a etanol (3 ). La alta frecuencia de aparicién de estos
mutantes y su variedad ponen de manifiesto que 1la sensibilidad
se puede conseguir alterando préacticamente cualquier proteina,
incluso aunque no esté especificamente implicada en la tolerancia.
Sin embargo, la obtencién de mutantes capaces de crecer en concentra-
ciones superiores de etanol s6lo ha sido posible en un sistema
continuo de seleccidn (13), siendo muy pobre el incremento en la
tolerancia de los mutantes asi aislados (13). La comparacidn genética
por cruzamientos de <cepas con distinta ‘tolerancia, revela que
son muchos los genes implicados en este caracter, y de ahi quizéas
la dificgltad que presenta su andlisis genético (19,40).0tros métodos
como la hibridacién(40,73) o la seleccidén de cepas naturales (9,40)
han proporcionado cepas que, por término medio, han resultado
més tolerantes, sin que exista en estos casos una clara interpreta-
cibén genética.

En la mayoria de estos estudios genéticos, se entiende 1la
tolerancia de una cepa como 1la méxima concentracién de etanol
que permite su crecimiento. La cinética de inhibicién (reduccién
del crecimiento por concentraciones crecientes de etanol) también
varia ampliamente de unas cepas a otras (84) pero este aspecto
de la tolerancia sblo se ha abordado desde un punto de vista fisiolé-
gico (84.

En este capitulo se analizan las bases genéticas de la mayor
tolerancia a etanol de algunas levaduras vinicas, y se realiza

una aproximacién genética a la cinética de inhibicién.
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Materiales y Métodos

Organismos
Se utilizaron las siguientes cepas vinicas altamente tolerantes
a etanol: FJF414, heterotdlica y con genomio aproximadamente diploide
(capitulo 2) y ACA21, cepa homotdlica (capitulo 2).
Las cepas FSP414/1 a FSP414/7, provienen de la cepa vinica FJF414,
y fueron obtenidas por induccidén de la esporulacidén y micromanipula-
cién de tetradas. La cepa FDH1 se obtuvo por hibridacién de 1la
cepa genética D517-4B y FSP414/6. Como cepas de laboratorio, se
emplearon D517-4B (MATx ade2 lys9) y D273-11A (MATa adel his4).

Determinacidén de la tolerancia

En las esporas protdtrofas provenientes de la meiosis de la ce-
pa ACA21 1a tolerancia del ‘crecimiento se determindé midiendo el
tiempo medio de duplicacidén (7)) durante el crecimiento exponencial
en medio minimo YNBDE (10%), segin se describe en el capitulo
1. En las esporas auxdtrofas provenientes de 1la meiosis de 1la
cepa FJF414, 1la tolerancia se determind de 1la misma forma, pero

utilizando medio YPD con la concentracién (v/v) indicada de etanol

(YPDE (X%)).

Estrategias para el andlisis genético de la tolerancia

En ACA21 (homotélica), el anilisis se realizd determinando
la tolerancia de 1las esporas en dos generaciones sucesivas, sin
cruzamientos. En FJF414 (heterofélica), se estudidé la segregacidn
del caracter mediante 1las técnicas de esporulacién e hibridaciédn

descritas en el capitulo 2.

Resultados

Segregacidn de la tolerancia en la cepa homotdlica ACA21

En la Fig. 3.1 se recogen los tiempos de generacidén obtenidos
para el crecimiento en YNBDE (10%) en dos generaciones sucesivas
de ACA21, Esta cepa altamente tolerante (tiempo de generacién

en YNBDE (10%) de 7.3 h + 1.3 en 7 experimentos), produjo por
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meiosis esporas con igual o peor crecimiento en etanol, lo que

indica gque existe en ella variabilidad genética para la tolerancia
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Figura 3.1. Tolerancia al etanol de las esporas de ACA2l en la 12
generacién y en la 22 generacién (productos meidticos de las esporas
de la 12 generacién), agrupadas por similitud de tiempos de gene-
racidn en YNBDE (10%) (T 10%). La flecha sefiala el grupo de esporas
utilizadas para los distintos analisis en la 22 generacidn. Se indica
en cada caso la supervivencia obtenida (s), asi como el porcentage

de esporas viables/total de esporas aisladas.

EL posterior estudio de la 12 generacidn se hizo fundamentalmen
te con las esporas que presentaron una mayor tolerancia a etanol,
ya que al ser ésta la caracteristica mis deseable, su modo de
herencia era 1o que mas interesaba conocer. Debido al caréacter
homotélico de la cepa, las esporas de esta primera . generacidn
serian ahora diploides y homoéigéticas para todos sus genes nucleares.

Sin embargo, como muestra la Fig. 3.1, cualquiera de estas esporas
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vuelve a generar productos meidticos (esporas de la 22 generacidn)
iguales o peores que el parental. A Como
se indicd aﬁteriormente, el andlisis se hizo con las esporas que
presentaron una mayor tolerancia a etanol, por lo tanto es posible que al se-
gregar éstas noobtuvieran descendientes mejores porque tanto el parental
como estas esporas ya han reunido la mejor combinacién de genes
posible para una alta tolerancia a etanol, de manera que dicha
combinacidén no se puede mejorar por sb6lo meiosis. De hecho, cuando
se analizaron descendientes de la 12 generacidén de esporas que
no eran los mas tolerantes (Fig. 3.1: T 10-11 h), se obtuvo un
pequefio porcentage de esporas en la 22 generacidn mejores que
sus parentales, aunque la mayor parte fueron aln peores.

Como se esquematiza en la Fig. 3.2, la existencia de segrega-
cién nuclear en una cepa homotdlica durante dos generaciones,
s6lo es posible en el caso en que esta cepa vinica fuera aneuploide.
Las aneuploidias inducen ademéds alteraciones meidticas que reducen
la viabilidad de las esporas (gg), por lo que la baja viabilidad
de las esporas de la 12 generacidn podrian también ser consecuencia
de la presencia de algunos cromosomas extras (2n+x). Tras esta
12 generacién, los cromosomas de mas se duplican (Fig. 3.2) por
homotalismo, y ya pueden formar divalentes en la siguiente meiosis,
con lo cual, las aneuploidias se estabilizan y los productos meidti-
cos son mas viables (65) en sucesivas generaciones. De hecho, 1la
letalidad de las esporas en la 22 generacidén (Fig. 3.1) es notablemen
te menor. Sin embargo, la variabilidad genética de 1la tolerancia
llega incluso a aumentar, lo que sugiere que la segregacidn de
la tolerancia estaria asociada a diferencias alélicas localizadas
en estos cromosomas adicionales, y no a las aneuploidias por si
solas. De todas formas no es descartable una situacidn mas compleja

como por ejemplo, aneuploidia para varios cromosomas.
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Figura 3.2. Esquema simplificado de ynasegregacién nuclear esperada
en una cepa homotélica, en dos generaciones consecutivas. Los nlmeros
1, 2 y 3 identifican tres cromosomas distintos (lineas) del ndcleo de
una cepa diploide, con una aneuploidia en el 2, en los que existen
alelos de sensibilidad para el crecimiento en etanol (marcado con una
x). La meiosis se representa como R! y la duplicacidén isogénica por
homotalismo, como H0. En el caso eﬁ_que esta cepa no fuera aneuploide
(ver cromosomas 1 y 3), podria obtenerse segregacion en la primera
generacidn, pero ninguna espora generaria descendientes meidticos
diferentes a ella. Sélo en caso de aneuploidia (ver cromosoma 2 en la
espora B) la espora volveria a segregar en la 22 generacién.

Segregacidén de la tolerancia en la cepa heterotidlica FJF414

El andlisis de la tolerancia del crecimiento a etanol en
la cepa de flor FJF414 se 1llevd a cabo en YPDE (12%) ya que se
comprobé con anterioridad que a esta concentracidén de etanol todavia
se detectaba wun crecimiento razonable.

La cepa FJF414 también segregd
para la tolerancia del crecimiento a etanol (Fig. 3.3), originando
por meiosisA esporas menos tolerantes que el parental FJF414
(7" = 18.8 h) y esporas como FSP414/6 y FSP4l14/2 que mantuvieron
una tolerancia parecida (7J = 22.0 y 22.5 h respectivamente) a
FJF414, muy superior a la tolerancia de las cepas de laboratorio
D273-11A y D517-4B, que en estas condiciones fueron incapaces

de crecer.
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Figura 3.3. Tolerancia al etanol de las cepas de laboratorio D273-11A
(A) y D517-4B (B), las esporas FSP414/1 a FSP414/7 (F1 a F7), derivadas

de la cepa FJF414 (FJF) (Yegregacién de FJF414Y), de los hibridos entre
estas esporas y las—gzpas de laboratorio ("complementacién"),
y de los productos meidticos del hibrido entre FSP414/6 y D517-4B
("segregacién de FDHIM), agrupadas por similitud de tiempos de genera-
cién en YPD (a) y en YPDE (12%) (b). '

El "hecho de que también en YPD los productos meidticos de
FJF414 crezcan peor que el parental podria indicar que estén segregan-
do alelos mérbidos no implicados en la tolerancia al etanol y que
son los que son complementados por los de las cepas de laboratorio.

Los hibridos entre cualquiera de estas esporas descendientes
de FJF414 con un cepa de laboratorio crecieron en YPDE (12%) algo
mejor que su parental vinico FJF414 (Fig. 3.3, "complementacién").
Esto indica nuevamente que en FJF414 hay genes con alelos recesivos
en heterocigosis que confieren a las esporas menor tolerancia y/o
mayor morbidad que al parental FJF414.

El que estos hibridos fueran incluso algo més tolerantes que
FJF414 ( 77 en algunos hibridos = 14-16 h frente a 18 h de FJF414)
sugiere que los genes que determinan el nivel de tolerancia a etanol

son distintos en las distintas cepas.
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FSP414/6 es una de las esporas de FJF414 mis tolerantes a
etanol. El andlisis de 40 esporas derivadas del hibrido FDH1, formado
por conjugacidén entre FSP414/6 y D517-4B (Fig. 3.3), reveld que
la diferencia genética, responsable de la distinta tolerancia entre
ambas en YPDE (12%) parece venir determinada por un sistema poligénico
Otros autores han descrito un resultado similar obtenido con otras
cepas (19, 21, 40). El ndmero de genes implicados parece ser pequefio,
posiblemente tres o cuatro, puesto que 3 de las 40 esporas moétraron
una tolerancia similar a la del parental més tolerante, FSP414/6.
(La frecuencia esperada de productos meibdticos tan tolerantes
como el parental mas tolerante es de (1/2)2 que es la probabilidad
de que n alelos independientes de mé&s tolerancia a etanol, segreguen
juntos). Ningin producto meidtico alcanzd la tolerancia de FJF414
o la de los hibridos, lo que indica que alcanzar la tolerancia de esas cepas

requiere un nimero superior de alelos que confieren tolerancia.

Cinética de inhibicidén del crecimiento por etanol

En ausencia de'etanol, FJF414 tiene un crecimiento mas lento
que las demas cepas (Fig. 1.1). Este caracter también segrega entre
sus esporas (Fig. 3.3). El hecho de que el crecimiento de estas
esporas sea, en comparacidén con el de D517-4B mas lento en medio
sin etanol, pero mas répido en altas concentraciones de etanol,
ofrece un buen sistema para abordar genéticaménte la cinética de
inhibicidén del crecimiento por etanol.

Como se muestra en la Fig. 3.3, los hibridos de estas esporas
con D517-4B o D273-11A e incluso el diploide D517-4B/D273-11A crecie-
ron en YPD més rapidamente que el parental més rapido, lo que parece
indicar que en todas ellas existen alelos recesivos que afectan
a la velocidad de crecimiento y que su efecto puede ser complementado
en un hibrido. La segregacién del tiempo de géneracién observada
entre las esporas del hibrido FDH1 (FSP414/6/D517-4B) indica que
la velocidad del crecimiento en YPD de estas cepas estd determinada

por mas de un gen.



43

El mismo efecto se observa para el crecimiento en YPDE (12%).
Ambos caracteres resultan ser independientes (Fig. 3.4), lo que
indica que las funciones que limitan el crecimiento son distintas

en ambas condiciones.

200} .
190} .
[ ]
180} .
170} ¢ . .
—E PY [ ] L ]
£ 160} . * s
- [ ]
S 150} ¢ o
oo . |
1o} . H
130} ¢ * . .
®
120
[- . n 1 { 1 i [
20 30 40 S0 60 70 80 90 100 110 ®
Toget (K )

Figura 3.4, Relacidn entre los tiempos de generacidén en YPD sin etanol
(70% et) y en YPDE (12%) (712% et), de 40 esporas del hibrido
FSP414/6/D517-48.
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Se aralizbé detenidamente el crecimiento de 20 de las esporas
(5 tetradas) del hibrido FDH1 en medios con 0, 5, 8 y 12% de etanol
Yy se observbd que también en 5 y 8% de etanol son varios los genes
que determinan las diferencias de crecimiento (Fig. 3.5). Sin embargo,
los genes que determinan estas diferencias en 5% de etanol son distin-
tos a los que lo hacen en 8% de etanol, y a la vez, distintos de
los que determinan el crecimiento sin etanol, o con 12% de. etanol
(Fig. 3.4 y 3.6). En consecuencia, las funciones que limitan el
crecimiento son distintas en ausencia y presencia de etanol, asi

como en diferentes concentraciones del mismo.
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Figura 3.6. Relacién entre los tiempos de generacién en YPD (1°0%) e

YPDE (5%) (15%) (a), entre YPD e YPDE {8%) (78%) (b) y entre YPDE

(5%) e YPDE (8%) (c)}, de los productos meidticos de 20 esporas
( 5 tetradas) del hibrido FDH1.
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Discusiédn

Las cepas vinicas analizadas son altamente polimdérficas para
el caracter tolerancia a etanol (Fig. 3.1 y 3.3). Esta variabilidad
genética da lugar a una segregacidn para este caréacter en la primera
generacidn de ACA21, que hace in€ficaz el uso de técnicas de cruzamien
to y andlisis genético, previamente descritas para cepas homotalicas
(capitulo 2), ya que al ser un método aleatorio de hibridacién,
no se conoce la tolerancia de la espora que hibrida.

El andlisis del caracter en sucesivas generaciones de cepas
homotalicas (Fig. 3.2) ha determinado que la presencia simulténea
de aneuploidias y alelos recesivos, capaces de generar una menor
tolerancia, dan lugar a una segregacidén como la encontrada en la
segunda generacidn de ACA21 (Fig. 3.1).

En la cepa FJF414, la viabilidad fué menor, pero en este caso
la presencia de alelos letales recesivos (capitulo 2) parece més
probable que 1la 'existencia. de alteraciones numéricas. Las esporas
de FJF414 fueron més sensibles a etanol que el parental, aunque
algunas como FSP414/6 mantuvieron un alto nivel de tolerancia, sufi-
ciente para permitir un andlisis comparativo con las cepas de laborato
rio. Los hibridos fueron sistemAticamente méas tolerantes que los
parentales (Fig. 3.3), e incluso que FJF414, lo que indica que posible
mente sean distintas las funciones que limitan el crecimiento en
etanol en cepas no consanguineas. De ahi que en la préactica, la
hibridacién haya resultado un método eficaz en la obtencidn de cepas
més tolerantes que los parentales (40, 73).

La segregacién (tolerancia de los productos meidticos) del
hibrido FDH1, indicdé que la diferencia de tolerancia entre los parenta
les podria deberse a un nGmero pequefio de genes, quizds 3 6 4. Con un
sistema apropiado de mutagénesis y seleccidn continua (13) se podria
conseguir que una cepa de laboratorio alcanzara un nivel de tolerancia
como el de FSP414/6. Sin embargo, los genes implicados en determinar
un nivel de tolerancia similar al de FJF414 o al de los hibridos
son muchos mis, lo que haria inviable la obtencidn de cepas con

tolerancia mucho mayor por mutagénesis y seleccidn. El que estos
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genes que delimitan el nivel de tolerancia sean muchos, pero distintos
en cepas no consanguineas, hacen que la hibridacién sea bosiblemente
el método mas eficaz para mejorar la tolerancia a etanol de una
cepa.

La distinta cinética de inhibicién mostrada por FSP414/6 y
D517-4B, reveld que los genes que limitan el crecimiento son distintos
en distintas concentraciones de etanol (Fig. 3.4 y 3.6), lo que
indica que la cinética de inhibicién es el resultado de la inhibicién
de distintas funciones a distintés concentraciones de etanol, y
no consecuencia de la inhibicidén de las mismas funciones que limitan

el crecimiento en ausencia de etanol.
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CAPITULO 4

HERENCIA EXTRANUCLEAR DE LA TOLERANCIA AL ETANOL

Introduccién

Existen evidencias de que en levaduras la causa principal
de la mortalidad producida por el etanol o por altas temperaturas
podria ser la inhibicién de funciones localizadas en 1la membrana
interna de 1la mitocondria (para revisién ver (89)). La capacidad
del etanol de interaccionar con las membranas es un hecho bien conoci-
do (38). Las membranas mitocondriales, especialmente la membrana
interna, poseen pocos esteroles (12), lo que supone una desventaja respec-
to de otras membranas frente a la accién del etanol (39 y podria
hacer de las mismas un punto critico para la tolerancia.

Las funcioes mitocondriales estén mayoritariamente determinadas
por genes nucleares. S6lo un pequefio porcentaje lo estan por el
genomio mitocondrial (11,24). Sin embargo, existen numerosas pruebas
a favor de la implicacién del genomio mitocondrial en la tolerancia
del crecimiento y la supervivencia en medio con etanol(2,7). De hecho,
el etanol actia como un mutdgeno especifico del ADN mitocondrial,
dando lugar a mutantes [}ho;] , es decir, mutantes que poseen mitocon-
drias no funcionales y por lo tanto de fenotipo "petite" (7) debido
a deleciones del genomio mitocondrial (7). La frecuencia de aparicidn
de estos mutantes estd directamente relacionada con la letalidad
(15), lo que sugiere que la muerte celular por etanol tiene de alguna
forma su origen en las mitocondrias.

El efecto inhibitorio del etanol se sabe que es mayor en mutan-
tes [%ho%ﬂ que en el silvestre [rho{f(2,7)-Esté descrita en la litera-
tura (2) que la presencia de mitocondrias funcionales y de metabolismo
oxidativo es esencial para mantener niveles bajos de inhibicidn
por etanol de parametros tales como tasas de crecimiento, de fermenta-

cidén o de respiracidn.
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El crecimiento celular se ajusta a una curva exponencial,

de forma que el numero de células existentes tras un tiempo ¢, Xy
aumenta respecto al inicial, xo, de acuerdo con la ecuacidén Ln X

= Ln X +/L_t': 66). Esta expresidn se aplica para determinar empiricamen
te el valor de/lA , pbero esta tasa empirica puede descomponer‘se en
dos parametros fisiolfgicos distintos, la tasa especifica .de creci-
miento, /("E_' y la tasa especifica de muerte, /‘__d_, de forma que/A:
j*_C_—}“_C_l__ (66). En condiciones 6ptimas de crecimiento, j"_c_l_ <<é§ y}~=
/"g. Sin embargo, en condiciones extremas de alta temperatura y
~altas concentraciones de etanol, /l*_ci_<<z§_ y }4= d, y por lo tanto,
las células viables decrecen de acuerdo con la expresidén Ln X, =
Ln X - }A_d_t_ (85). Este incremento de la muerte celular es en parte
la causa de que en presencia de etanol, disminuya la tasa de crecimien
to . El1 hecho de que el aumento de la tasa de muerte vaya en
paralelo con un aumento de la f‘recuenc’ia de mutantes 'petite"
(15) y el hecho de que la inhibicidén por etanol de mutantes ''petite"
sea mayor que en cepas con mitocondrias funcionales (2,7) apuntan
de nuevo a las mitocondrias como origen de la muerte producida por
etanol (89 .

Existen funciones mitocondriales que podrian ser objeto preferen
cial de la accidén inhibitoria del etanol, por ejemplo, algunas de
las subunidades de la ATPasa mitocondrial. Es bien conocida ademés
la capacidad del etanol de actuar sobre otras ATPasas celulares,
mediante alteracidn de sus lipidos circundantes (8). La cadena respira-
toria también posee algunas proteinas o subunidades de proteinas
codificadas por el ADN mitocondrial, y ya se indicé que la capacidad
respiratoria es muy importante en la tolerancia al etanol (2) y
puede modificarse por transferencia del genomio mitocondrial de
otra célula (2, 57). '

Las mutaciones Er‘ho——& estédn fisioldgicamente asociadas a
la letalidad por etanol (15) como se indicd anteriormente. Por otra
parte, la frecuencia espontéanea de mutantes ):i‘ho—] depende especificg
mente de determinadas secuencias del ADN mitocondrial(17,87) y de 1la

funcionalidad de determinadas proteinas mitocondriales (57), algunas de las
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cudles estéan codificadas en este ADN. En consecuencia,
aunque el genomio  mitocondrial éodifica pocas proteinas,
la existencia de secuencias especificas en dicho genomio
podria ser un elemento importante en la tolerancia de una
célula a etanol.

En este capitulo se estudia la influencia de la informa
cidébn genética extranuclear en la tolerancia a etanol, y
se determina el efecto que tiene la transferencia de informa-
cién genética  extranuclear de cepas altamente tolerantes,
a cepas de laboratorio méds sensibles a etanol. Para ello,

se han utilizado mutaciones descritas en Sacch. cerevisiae

que hacen que durante él ciclo sexual de esta ‘levadura,
las células fundan sus citoplasmas, pero los nlcleos no
lleguen a fundirse (18). Cuando se realizan cruces en el
que uno de 1los conjugantes lleva una de estas mutaciones
denominada kar (18) el resultado es un cigoto dicaridtico
que gema y da lugar tras sucesivas mitosis a algunas células
que llevan los dos nucleos (heterocarionte) y a una mayoria
de células que llevan uno u otro de los nicleos y el citoplas
ma mezclado de ambos parentales (heteroplasmonte) (18).
La wutilizacidén de cepas que 1llevan la mutacidén kar y el
aislamiento de heteroplasmontes ha sido enormemente Gtil
en éste y otros trabajos (2, 60) para estudiar separadamente

la herencia nuclear y citoplasmica de un carédcter (2).
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Materiales y Métodos

Organismos

Las cepas utilizadas en este capitulo, descritas en el apéndice
I, fueron las siguientes: cepas vinicas ACA4, ACA21, ACAl74, IFI82,
IFI256, y las cepas de flor FJF206 y FJF41l4, junto con F§P414/6,
procedente de la meiosis de FJF414, y FDH1l, hibrido de FSP414/6
y la cepa de laboratorio D517-4B (capitulos 2 y 3). Como controles
genéticos, se utilizaron las cepas ABQ21 y K5-5A, portadoras  de

mutaciones kar, y la cepa ES6. Finalmente, como control industrial

se utilizd la cepa RBY-D5A.

Obtencidén de mutantes ''petite"

Los mutantes 'petite" se indujeron con bromuro de etidio
(7). Se colocdé una gota de una solucidén de 10 pg/ml de bromuro de
etidio en agua sobre una caja con YPD, sembrada con un césped de
células. Al cabo de 4 dias se observaba un halo o circulo de inhibi-
cidén del crecimiento’ en el lugar en el que se habia colocado la
gota. La incubacién se realizaba a 302C y en oscuridad. Se tomd
biomasa de la zona de crecimiento més préxima al halo, y se extendid
sobre wuna caja con YPD para aislar colonias. De entre ellas, se
seleccionaron las que no crecieron en medio YPG (fenotipo "petite").
Estos mutantes "petfte“ fueron caracterizados como mutantes mitocon-
driales [rho;] por experimentos de formatién de heteroplasmontes,
que “se describiran posteriormente, y por su incapacidad de revertir

al fenotipo silvestre [fho+j .

Transferencia de mitocondrias de 1la cepa vinica ACA21 a la cepa

de laboratorio ABQ21.

En la Fig. 4.1 se esquematiza el procedimiento empleado basado
en el uso de la mutacidén karl de ABQ2l que, como se indicé en 1la
Introduccién, permite por conjugacién la mezcla de citoplasmas celula-
res sin fusién de nlcleos (1g). Esporas de ACA21 (ver "Esporulacidn
y -Digestidn de Ascas" en el capitulo 2) se mezclaron en una caja
con YPD y células de un mutante -[:rho—z (inducido con bromuro de

etidio) de ABQ21 (MATY karl-2 can! nysl his4p-15 ade2-1) en proporcio-

nes 1:3. La mezcla se incubd a 302C durante 6 h para permitir la
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conjugacién y se sembrd en medio YPDG y suplementado con adenina,
histidina, canavanina y nistatina. El1 medio se tamponé con un 10%
de tampdn citrato-fosfato 1 M pH 6.5 (27). Las cajas se incubaron
a 30°C durante 4-5 dias. Las colonias que crecieron en este medio
selectivo fueron aquellas que tenian el npicleo de ABQ21, pero el genomio
mitocondrial de ACA21. Se selecciondé una de ellas, a la que se le

denomindé en adelante como ABQ21-H1.

.

CEPA VINICA
ACA [f hO‘_.i @
1
D
- N
-
asy
ABG21  ABO21{rho) ~
kar, can’ nys” ‘ ESPORAS
ade, his
irh o']

ABQ21-H1 [rhe’)
Figura &.1. Construccién de la cepa ABQ21-H]1 que contiene
el ndcleo de ABQ21 y las mitocondrias de ACA21

ES6 ES6[rho™]
eth! teulrho* |

ABQ21-H1
v {rh O'J

Br,el,
e %
ABQG 21-Hi rho*]‘ ESG-Hrhd)

ABON o
frhoj

Figura 4.2. Construccién de la cepa ABQ21-N, similar nuclear y
extranuclearmente a la ABQ21, mediante transferencia de mitocondrias
desde ABQ21 a ABQ21-Hl. Como intermediaria se utilizd la cepa

£S6 [rho-J. (E1 proceso se repitid 3 veces).
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.

Este método se empled también para transferir mitocondrias

de las demads cepas vinicas a 1la cepa K5-5A (MATX karl-1l his4 pA-15

ade2-1 canl), usando el mismo medio selectivo sin nistatina.

Recuperacidén de mitocondrias de ABQ21 en la cepa ABQR21-H1

El procedimiento se representa en la Fig. 4.2. Se basé también
en la mutacidén karl de ABQ21 y ABQ21-Hl1l, y se utilizd como intermedia-

rio un mutante "petite" de la cepa ES6 (MATa eth? leu2-1). En primer

lugar se construyé la cepa ES6-H que contiene el nGcleo de ES6 y
las mitocondrias de ABQ21. Para ello se utilizd el método descrito
en el apartado anterior con la diferencia de que el medio selectivo
se suplementaba con etionina y leucina. A continuacidn se transfirie-
ron las mitocondrias de ES6-H a un mutante [fho:l (inducido con
bromuro de etidio) de ABQ21-Hi. La seleccidn se realizd en el mismo
medio ya descrito para la seleccidn de ABQ21-Hl y la cepa asi obtenida

se denomind ABQ21-N.

Crecimiento en etanol

El tiempo de generacidén se determiné segin se describié en
el capitulo 1 en cultivos con medio YPD o YPDE con la concentracién
de etanol indicada en cada caso.

De cada cultivo, se aislaron colonias en cajas de YPD y se
determindé por réplica en YPG la proporcién de ellas (%) que eran

mutantes [?ho:] ("petites").

Viabilidad en etanol

Matraces con 200 ml de medio YPDE con la concentracién de
etanol indicada en cada caso,' se colocaron con agitacidén magnética
en un bafio con agua, regulado a 382C, temperatura méxima de crecimien-
to de la cepa ABQ21 (ver mas adelante). Una vez alcanzada la temperatu
ra de 382C, los matraces se inocularon con 5 x 105 células de un

cultivo exponencial puld7 cel/ml) en YPD. El numero medio de células
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viables , medido como unidades formadoras de colonias, a lo largo
del tiempo se determindé sembrando a intervalos cortos de tiempo
cajas que contenian YPD a razén de 0.1 ml de cultivo/caja y de 3
cajas por cada cultivo. Tras 4-5 dias de incubacidn a 252C se contaba
el nGmero de colonias crecidas. La proporcién de colonias incapaces

de crecer en YPG determiné el porcentaje de mutantes '"petite'.

Temperatura maxima de crecimiento

Matraces con 150 ml de medio YPD & YPDE con la concentracidn
de etanol indicada en cada caso, se inocularon con 3 ml de un cultivo
en YPD en fase estacionaria temprana (2 x 1O8cel/ml). Las suspensiones
asi obtenidas se distribuyeron en tubos de cultivo con forma de
L a razdn de 10 ml/tubo. Los tubos se taparon con tapdén de goma
y se incubaron con agitacidén en un incubador con gradiente de tempera-
tura (modelo TN-3, Toyo Kagaku Sangio, Tokio, Japdn), ajustado para
generar un gradiente continuo entre 18 y 462C, con un incremento
maximo de 0,75°C de uno a otro tubo. A los 7 dias de incubacidn
se determindé en los cultivos el incremento en absorbancia a 660
nm en un Spectronic 20 (Bausch & Lomb, Bélgica) y se colocd una
gota de cada uno en medio YPD, estiméndose asi la temperatura maxima
(Tméx.) a la que habia crecimiento, y la méxima a la que ain quedaban
células vivas (la supervivencia de una célula definida como la capaci-

dad de ésta de formar una colonia).

Resul tados

Influencia del genomio mitocondrial en la tolerancia del crecimiento

Segin se deduce de la Fig. 4.3; la cepa vinica ACA21 crece
mejor quc ABQZ21 a cualquier concentracidn de etanol. La transferencia
de informacidn genética mitocondrial de ACA21 a ABQ21 mejora notable-
mente la tolerancia de esta cepa. Esta mejora es més acentuada cuanto
mas alta es la concentracién de etanol utilizada pero en ninglin
caso se alcanzan los valores de la cepa ACA21, Los resultados
indican que la tolerancia al etanol depende principalmente

de genes nucleares pero también depende de genes extranucleares.
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Figura 4.4. Frecuencia de mutantes "petite" inducidos por etanol durante
el crecimiento en medio YPDE con las concentraciones indicadas de
etanol en las cepas ABQ21 (@), ACA21 (A) y el heteroplasmonte ABQ21-H1 M,

a 309cC.

Tolerancia a etanol y frecuencia de formacién de mutantes "petite"

inducidos por etanol

El etanol es un potente inductor de mutaciones [}ho;]
en el ADN mitocondrial de levaduras. Sin embargo, ACA21, cepa
vinica muy tolerante a etanol, resultd tener una resistencia

superior a este efecto mutagénico qué ABQ21l, cepa genética
mas sensible a etancl (Fig. 4.4). Esta propiedad también se

/ transferia,
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al menos parcialmente, al trasferir a ABQ21 la informacidn genética
extranuclear de ACA21 (Fig. 4.4), por lo que ambas caracteristicas,
resistencia del crecimiento a etarpl y al efecto mutagénico, deben estar asociadas al

ADN mitocondrial.

Influencia del genomio mitocondrial en la viabilidad celular en etarol y altas temperaturas

En condiciones extremas, de 38°C y en medio con 4 a 8% de
etanol, la viabilidad celular de un cultivo de ABQ21 decrece exponen-
cialmente (Fig. 4.5A) con un aumento equivalente en la proporcidn
de mutantes "petite'" (Fig. 4.5B), lo que permite, a partir de la
expresién Ln X, = Ln xof}ﬁt (48 (ver Introduccién de este capitulo),
obtener una estimacidén de la tasa de muerte, /*d , asi como de la
tasa de mutaciédn, ). [Ln (% rho—)t = Ln (% rho—)o 4-)‘t] para
cada concentracidén de etanol. Tanto ﬁ

7 d
mente con la concentracién de etanol en ACA21 y ABQ21 (Fig. 4.7)

como A aumentaron exponencial-

[sy

Petites _(% )

superviventia (%)

0 w Y ] ' L W

tormpa (M)

-

Figura &.5. Supervivencia (A} y frecuencia de mutantes "petite"
(B) en medio YPDE con & (@), 5 (A), 6 (M), 7 (A y 8% de etanol (p/v)
a 382C, en la cepa ABQ21.
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Figura 4.7. Tasa de muerte,,ud (simbolos llenos) y tasa de formacién (A)
de mutantes "petite" (simbolos abiertos) en medic YPDE con la concen-
tracién indicada de etanol, a 382C en las cepas ABQ21 (@,0), ABQ21-Hl
(A ,A) y la cepa vinica ACA 21 (M. Valor medio de tres experimentos

independientes.
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Experimentos similares realizados con la cepa ABQ21-Hl1 y cuyos
resultados globales se reflejan en la Fig. 4.6, mostraron que su
comportamiento respecto de estos dos parlmetros era idéntico al
de ACA21 y, por lo tanto, distinto al de ABQ21 (Fig. 4.7). De estos
resultados se deduce que la supervivencia y la resistencia al efecto
mutagénico del etanol son paréametros asociados y dependientes del
ADN mitocondrial . La diferencia observada entre 1las distintas
cepas desaparece en concenfraciones proximas a 2 M de etanol
(12% v/v), posiblemente porque en estas condiciones, ACA21 también
posee mitocondrias no funcionales.

De los. resultados también se deduce que los dos componentes
fisiocldogicos de la tasa empirica de crecimiento,/h, la tasa especifica
de crecimiento,/Lc, y la tasé especifica de muerte,/hd, tienen distin-
ta base genética ya que los valores de )*d vienen determinados exclusi
vamente por genes extranucleares (Fig. 4.7) mientras que los de

)*c, estédn determinados fundamentalmente por genes nucleares (Fig.

4.3).

Influencia de la naturaleza del genomio mitocondrial sobre la tempera-

tura maxima de crecimiento, Tmix, en presencia y ausencia de etanol

En situaciones experimentales donde existe muerte celular,
el valor de /Ld repercute en el crecimiento (/L =/c —}*d), de manera
que posiblemente esta sea la causa principal de las diferencias
en tasa de crecimiento, J}g entre ABQ21 y ABQ21-Hl1 (Fig. 4.3). Cuando
se extreman las condiciones, /}d aumenta y cuando /Lc - %d se hace
menor que O, no se obtiene crecimiento. La temperatura maxima de
crecimiento, Tméx, en ausencia y presencia de etanol, parece estar
determinada por esta situacidn (85). Para comprobar esta hipdtesis
se hicieron una serie de experimentos midiendo Tmé&x de crecimiento
en YPD e YPDE con la concentracidén de etanol indicada en cada caso,
segin se describi® en Materiales y Métodos. La Tabla 4.1 muestra
que, en ausencia de etanol, en ABQR21 no se observd crecimiento por

encima de 382C aunque hubo células viables hasta 422C.
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Tabla 4.1.Temperatura maxima de crifimiento y de supervivencia (2C) en YPD e
YPDE con la concentracidén de etanol indicada en cada caso en las cepas ABQ21,
ACA21 y el heteroplasmonte ABQ21-H1.

Cepa Medio
YPD YPDE (5%) YPDE (7.5%) YPDE (10%)
Tméx Tméx Tméx Tméx Tméax Tméx Tméx Tméx
Crecim. Superv. Crecim. Superv. Crecim. Superv. Crecim. Superv.
ABQ21 38.0 42.0 34.0 36.5 30.0 31.0 25.0 27.5
ACA21 40.5 >46.0 ND ND ND ND 28.7 ND
ABQ21-H1 40.5 246.0 35.0 37.5 30.7 32.0 25.5 27.7

ND = no determinado
Valores medios de dos experimentos independientes

*
% plv

La transferencia de mitocondrias de ACA21 a esta cepa elevd
la temperatura a la que se observaban células viables a més de 462C
con un aumento paralelo en la temperatura maxima de crecimiento,
Tméx, hasta alcanzar valores idénticos a los de ACA21.

Asi pues, en ABQ21 la Tméx en ausencia de etanol viene determing
da por un equilibrio entre /Ad y }b, donde‘%d =,ﬁc, ambos distintos
de O. En presencia de etanol, el efecto fué en cierto modo similar
al descrito para los cultivos en ausencia de etanol, aunque segin
aumentaba la concentracidén de etanol, las diferencias de temperatura
maxima, Tmax para crecimiento y supervivencia entre las cepas ABQ21
y €l heteroplasmonte ABQ21-H1l fueron haciéndose cada vez menor (Tabla
4.1). En YPDE (10%) como caso extremo, la Tmax aumentd simulténeamente
para el crecimiento y la supervivencia en ABQ21-Hl, aunque quedd
muy lejos de alcanzar los valores de ACA21 . Este resultado indicaria
que, junto con el genomio mitocondrial, el etanocl podria afectar
también funciones nucleares que contribuyan a aumentar la tasa de

muerte,/‘d , en estas condiciones no extremas de temperatura (68).
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Induccidn de mutantes '"petite" por otros solventes

Como se ha mencionade anteriormente, el mecanismo de accidn
del etanol sobre los sistemas bioldgicos estd intimamente asociado
a su capacidad de interaccionar con las membranas38,72)Consecuentemen—
te, otros agentes capaces de interaccionar con membranas, tales
como el ter-butanol, isopropanol, etc deberian tener un efecto
similar él del etanol. Con el fin de estudiar si esta deduccién
es cierta, se llevaron a cabo una serie de experimentos sembrando
células crecidas hasta fase estacionaria en YPD a 302C, en cajas
que contenian YPD suplementadas con distintos solventes (ter-butanol,
isopropanol, etanol y SDS) a las concentraciones finales (% v/v)
limitantes para el crecimiento que previamente se habian determinado,
Yy que aparecen indicadas en la Tabla 4.2. Para cada solvente, se
calculd la frecuencia de aparicibén de mutantes "petite (ver Materia-

les y Métodos) asi como la supervivencia en estas condiciones.

Tabla 4.7 . Porcentaje de mutantes "petite" inducidos por distintos solventes
organicos a concentraciones extremas para el crecimiento.

Frecuencia de "petites" (%)

Cepa

Esponténea 3% Ter-butanol 3% Isopropanol 10% etanol  0.1% SDS
ABQ21 2.4 + 0.9 4.9 + 0.8 3.1 + 0.6 21.7+ 3.5 N.C.
ABQ21-H1 1.0 + 0.4 2.4 + 1.0 0.6 + 0.3 10.8 + 2.9 N.C.
ABQ21-N 2.7 + 0.9 4.1 + 1.2 2.8 + 1.0 17.3 + 3.8 N.C.
K5-5A 5.5 + 0.4 18.7 + 9.0 6.3 + 1.2 21.1 + 3.4 86.0 + 7.5
1IF1256 0.3 +0.2 3.4+ 2.3 1.6 + 1.8 3.2 + 1.5 N.C.

NC = no crecimiento

Los valores representan la media y desviacidn tipica de &4 experimentos
independientes, en el que se contaron entre 500-1000 colonias para cada
estimacidn.

Los resultados obtenidos (Tabla 4.2) indicaron que otros
compuestos de caracter apolar, como los ya descritos ter-butanol,
isopropanocl o SDS (dodecil sulfato sdédico) y en concentraciones

extremas para el crecimiento, también .inducen en distintas cepas
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un aumento de la proporcidn de mutantes 'petite'", aunque, con la
excepcidén del SDS y de la cepa K5-HA, ‘el efecto fué mucho menor
que el obtenido con etanol. El hecho de que otros solventes de membra-
na también induzcan mutantes '"petite", aunque en menor grado que
el etanol, podria interpretarse como que el efecto mutagénico de
estos compuestos sobre el ADN mitocondrial es la consecuencia del

efecto que ejercen sobre la membrana mitocondrial,

La proporcién de mutantes "petite" obtenida fué menor en ABQ21
con informacién genética mitocondrial de ACA21 (ABQ21l-Hl) y revertid
practicamente al nivel normal cuando esta cepa recuperd su propia
informacién genética extranuclear (ABQ21-N), por lo que el aumento
de la resistencia de la cepa a la induccidén de mutartes "petite"
por otros solventes también parece depender, como ocurria con el
etanol, del genomio extranuclear. No obstante y como se indicé ante-
riormente, los resultados obtenidos con otros solventes fueron mucho

menos contundentes que los que se obtuvieron con etanol.

Induccién por etanocl de mutantes '"petite" en diversas cepas vinicas

Con el fin de comprobar si la baja frecuencia de formacidn
de "petites" en ausencia y presencia de etanol observada en ACAZ21,
cepa altamente tolerante a etanol, era una propiedad exclusiva de
esta cepa o por el contrario era consecuencia directa de una alta
tolerancia a etanol, experimentos similares a los descritos para
la cepa ACA21 se hicieron con otras cepas vinicas, utilizando como
control la cepa de laboratorio K5-5A. Paralelamente, se hicieron
experimentos de transferencia de mitocondrias desde estas cepas
vinicas a la cepa de laboratorio K5-5A, a fin de comprobar si, como
ocurria con ABQR21, la transferencia de mitocondrias de wuna cepa
tolerante (cepas vinicas) a una sensible (K5-5A) se traducia en
una disminucidén de la frecuencia de formacidén de "petites" en ausencia

y presencia de etanol.
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Tabla 4.3. Porcentaje de niutantes "petite™ eshponténeos aparecidos en medio YPD,
e inducidos por etanol en medio YPDE (10%), en diferentes cepas y en hetero-
plasmontes con nicleo de la cepa K5-5A y mitocondrias transferidas de cepas

vinicas.
Nicleo de Mitocondrias Medio
la cepa: de la cepa:

YPD YPDE (10%)
K5-5A K5-5A 5.6 23.8
K5-5A IF182 3.0 7.5
1F182 IF182 0.6 b
K5-5A ACAL 2.3 15.5
ACA4 ACAL 0.1 0.4
K5-5A FJF206 10.3 12.6
FJF206 FJF206 2.3 1.4
K5-5A FJF4 14 10.0 6.0
FJF4 14 FJFL 14 1.0 .2
K5-5A IF1256 [ ND
IFI256 IF1256 0.5 2.9
K5-5A ACAL74 3.6 10.8
ACAL74 ACAL174 0.4 0.3
KS-5A% K5-5A% 5.3 20.9

ND = no determinado
*
De la cepa se obtuvo un mutante "petite" y posteriormente se le trasfirieron

mitocondrissde una cepa K5-5A "grande!, por un procedimiento similar al descri-
to en la Fig. 4.2,

Como muestra la Tabla 4.3, @ todas las cepas vinicas presentan
tasas de aparicidén de mutantes 'petite", tanto esponténeas como
inducidas por etanol, menor que las de la cepa de laboratorio K5-
5A. En estas cepas se obtuvieron diferencias de menos de un 3%
entre la frecuencia inducida por el etancl y la esponténea, mientras
que esta diferencia fué superior a un 15% en cepas de laboratorio

(K5-5A y ABQ21l) (Tablas 4.2 y 4.3).
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Se realizaron experimentos de tramsferencia de mitocondrias
similares a los descritos para las cepas ACA21 y ABQ21, pero utilizan-
do como donadoras de mitocondrias a las cepas vinicas y como receptora
a un mutante esponténeo 'petite" de K5-5A. En este caso, ademéas
de los heteroplasmontes, en el medio selectivo aparecieron mutantes
esponténeos CanR procedentes de las esporas vinicas, con una frecuen-
cia que variaba entre 2.8 x 1C—)-6 para ACA4 y 6.3 x 166 para ACAl174.
(Tabla 4.4). No obstante, fué facil distinguir entre los heteroplasmon—
tes y los mutantes espontéaneos Cang porque 1los primeros eran Ade-

His- mientras que los segundos eran protdtrofos.

Como se muestra en la Tabla 4.3, los heteroplasmontes asi forma-—

dos se comportan respecto de la induccién de "petites" de un modo

similar a ABQ21-Hl, (Tana 4.2), por lo que esta propiedad parece general sn
este grupo de cepas.

Tabla 4.4. Frecuencia de colonias aparecidas en medio selectivo (medio
minimo YNB + glicerol + ade + his + canavanina) tras conjugar esporas
procedentes de cepas vinicas con la cepa K5-5A ‘'petite".

Esporas procedentes de la cepa:

IF182 IFI256 ACAL ACAL74 FJF206 FJF&14

Heteroplasmontes

(nicleo K5-5A,

mitocondrias vinicas)

/ 108 esporas 1262 26 80 86 2 3

R
Esporas Can
esponténeas/lO6 3.7 4.0 2.8 6.3 0 0
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Termotolerancia de las cepas vinicas

*

Los experimentos 1llevados a cabo para la determinacidn
de la Tméx, realizados con las cepas ACA21, ABQ2l y el heteroplasmon-
te ABQ21-Hl1 (Tabla 4.1) se hicieron extrapolables a las restantes
cepas vinicas, a fin de comprobar si también en estas cepas
es el equilibrio entre /hc y ,Ld el que determina la Tméx de
crecimiento. Para ello, se hicieron determinaciones de Tméax
para crecimiento y supervivencia, como se describid en Materiales
y Métodos, en 1las cepas que aparecen relacionadas en la Tabla
4.5. En dicha Tabla se recoge la Tmé&x donde se observd crecimiento
y donde aiin se obtuvieron células viables, tras 7 dias de incubacidn

en YPD y en YPDE (10%).

Tabla 4.5. Temperatura méxima de crecimiento y de supervivencia (2C) en YPD
e YPDE (10%), en las levaduras vinicas relacionadas en la Tabla y en los
controles RBY-D5A y K5-5A.

Medio YPD Medio YPDE (10%)

C

epa Tmax Tmax Tméax Tméax

Crecim. Superv. Crecim. Superv.

IF1256 40.5 ND 27.7 ND
ACAL 41.5 >46.0 30.0 30.0
ACA21 40.5 Z46.0 28.7 ND
ACA174 41.0 246.0 28.7 30.5
FJF206 37.0 246.0 29.5 30.5
FJFL14 36.0 246.0 31.0 32.0
RBY-DSA 39.0 ND 27.0 ND
KS—SA 39.0 42.5 26.0 ND

ND = no determinado

En medio con etanol, (YPDE (10%)), los valores de Tméx fueron
superiores para el crecimiento y la supervivencia que en los contro-
les de laboratorio. La Tmédx de supervivencia fué en todos los
casos muy poco superior a la de crecimiento, lo que sugiere que
también en estas cepas, €s el equilibrio entre /Lc y /hd el que

determiné el valor de Tméx para el crecimiento.
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En. ausencia de etanol, los resultados, con la excepcién
de las cepas de flor FJF206 y FJF414, .fueron similares a los obteni-
dos en YPDE (10%), aunque las diferencias entre la Tmax del crecimien
to y la supervivencia fueron mas acentuadas (Tabla 4.5). En las
cepas de flor, aunque la viabilidad se mantuvo incluso ‘a 469C,
la temperatura méaxima para el crecimiento fué de 36-372C, inferior
incluso a la de las cepas de laboratorio.

Un hibrido entre la cepa FSP414/6 (espora de FJF414) y D517-
4B (cepa genética), FDH1 (capitulo 2), que . - tiene una toleran
*cia  a etanol incluso superior a la de FJF414,
tuvo valores de Tméx similares a las demds cepas vinicas (Tabla
4.6), lo que sugiere que en las cepas de flor, la Tméx para el
crecimiento vendria determinada por alelos nucleares recesivos
de termosensibilidad, que reducen _}J= 0 en Tmax, y no, COmO €en

las demas cepas, por el equilibrio /Lc - _Jd.

Tabla 4.6. Temperatura maxima de crecimiento (2C) en YPD e YPDE {10%)
de la espora de FJF&14, FSP414/6, la cepa de laboratorio D517-4B y el
hibrido entre ambas, FDH1.

Tméx. de crecimiento

Cepa
Medio YPD Medio YPDE (10%)
FSP414/6 36.0
D517-4B 39.0 .
FDH1 41,5 32.5

Dado que este hibrido FDH1 es mejor en cuanto a tolerancia
a etanol que cualquiera de sus parentales (capitulo 3) y dado
que en dicho hibrido parecen complementar los posibles alelos
de termosensibilidad, de Jlos resultados finales obtenidos se pueden
sacar dos conclusiones de interés. Bajo un punto de vista aplicado,
FDH1 es wuna cepa tolerante a etanol vy termotolerante, candidato
idéneo como cepa productora de etanol en condiciones industriales.

Por otra parte, el hecho de que la mejora en tolerancia a etanol
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conlleve a una mejora de la termotolerancia, contribuye a confirmar

la hipbtesis de que, probablemente,  las proteinas que limitan
el crecimiento en presencia de altas concentraciones de etanol son

al menos en parte, las mismas que las que lo hacen en altas temperaturas.

Discusiéén

A diferencia del resto de 1los eucariotas Saccharomyces

y otras levaduras afines pueden prescindir del genomio mitocondrial
(24). Sin embargo, en altas concentraciones de etanol, los mutantes
Erho—] que carecen de parte o toda esta informacidén genética,
crecen méas lentamente (2) y se mueren mas en presencia de etanol

de

v
-

y altas temperaturas (7) que las cepas silvestres }:r‘ho+7
las que derivan. Esto podria significar que el mantenimiento de
la capacidad respiratoria es esencial para la supervivencia en
altas concentraciones de etanol y altas temperaturas. Consecuentemen-
te, cepas que presentan mencres tasas, tanto esponténeas como
inducidas por etanol, de mutaciones [rho-—] deben tener una mayor
viabilidad - . y una mayor tasa de crecimiento. Este
es el caso encontrado en las cepas vinicas, caracterizadas en princi-
pio como altamente tolerantes a etanol Ppara el crecimiento (Tabla 1.1).

Las mutaciones espontaneas [rho—z se originan por deleciones
en el ADN mitocondrial ( 17, 87 ) y su frecuencia depende de la
presencia en el mismo de determinadas secuencias (17,58) por 1lo que
este caracter debe ser transferible via ADN mitocondrial y su
aparicidén podria estar asociada a los mecanismos de replicacidn
(89) y recombinacién del ADN mitocondrial (17). El efecto de muchos
mutagenos capaces de inducir mutaciones Erho—] estad asociado
a su capacidad de interaccionar directamente con el ADN mitocondrial,
especifica (77) o inespecificamente (16). Sin embargo, el etanol
no interacciona fisicamente con el ADN. Su efecto mutagénico,
parece deberse a su capacidad de interferir en funciones asociadas
a membrana (3. De hecho, otros solventes de membrana ms especificos
producen efectos en cierto modo similares a los del etanol, aunque
en menor grado (Tabla 4.2), lo que sugiere que la replicacién
del ADN mitocondrial podria transcurrir asociada a membranas (no

existen evidencias de otros autores en este sentido) y que el
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punto de anclaje podria ser el sitio donde la perturbacidén producida
por etanol reduce la eficiencia de la replicacidn y consecuentemente,
incrementa la proporcidn de mutantes [fho;l {3g). En bacterias,
posibles parientes genéticos de este organulo (789, si existen
evidencias de que la replicacién cromosdmica estd asociada a la
membrana (16bp y en ocasiones se recurre a tratamiento con detergentes
como el SDS para provocar la pérdida de pléasmidos, con eficiencias
similares a las obtenidas con SDS en la induccidén de pérdida de
informacidén genética en el ADN mitocondrial (aparicién de "petites")
de la cepa K5-5A (Tabla 4.2).

La tolerancia del crecimiento a altas:concentraciones de etanol, la muerte celular
¥y la induccién de mutantes 'petite" por etanol parecen tener la
misma base genética, residente en parte en el genomio nuclear
y en parte en el mitocondrial. La mayor resistencia al efecto
inductor de mutaciones ‘'"petite" es una caracteristica general
en todas 1las levaduras vinicas estudiadas altamente tolerantes
a etanol (Tabla 4.3) y a temperatura (Tabla 4.5). La transferencia
de mitocondrias de una cepa altamente tolerante a etanol a una
cepa de laboratorio proporciona a ésta uUltima una mayor viabilidad
en condiciones extremas de temperatura y etanol y reduce proporcional
mente la aparicidén de mutantes "petite'" hasta niveles muy similares
a los de la cepa tolerante (Fig. 4.7). Este incremento de resistencia al efecto
mutagénico del etanol, heredable al menos en parte, como se ha indicado,. por transferencia
del ADN mitocondrial, tiene 1lugar en todas las cepas analizadas
(Tabla 4.3), confirmando el que la integridad funcional del ADN
mitocondrial, esencial para mantener 1la capacidad respiratoria,
podria ser esencial para la supervivencia en altas concentraciones
de etanol y altas temperaturas.

| Este efecto se refleja también en el crecimiento en condicionss
en las que la tasa de muerte juega un papel impcrtante, reduciéndose
el tiempo de generacidén en altas ccncentraciones de etancl (Fig.
4.3) y aumentando la temperatura maxima de crecimiento en presencia

y ausencia de etanol (Tabla 4.1).
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El que la base genética de la supervivencia en medio coﬁ
etanol y en altas temperaturas sea extranuclear, lleva de inmediato
a la seleccidn del genomio mitoconérial como método de mejora
en la produccién industrial de ‘etanol en condiciones técnicas
extremas, como son la inmovilizacidn celular y el reciclado
de biomasa (44), donde el crecimiento puede ser nulo y la superviven-
cia es el dnico factor determinante de la fermentacién (5) (Tabla
1.3). En este sentido, wn método valido para valorar este caréacter
podria ser la resistencia al efecto mutagénico del etanol en el
ADN mitocondrial (baja frecuencia de '"petites"), dada la correlacién
entre supervivencié en etanol y baja frecuencia de formacidn de
estos mutantes 'petites'., ambos dependientes del ADN mitocondrial.

La asociacidén entre una mayor resistencia al etanol y a
altas temperaturas viene determinada por el hecho de que tanto
la muerte en etanol como en altas temperaturas tiene la misma
causa, ambas dependientes de la estabilidad del ADN mitocondrial
(Fig. 4.7). Dicha asociacién se pierde cuando el crecimiento esté
limitado por funciones nucleares: . en las cepas de flor la
existencia de alelos nucleares de termosensibilidad para el crecimien
to, determinantes de una menor temperatura méxima de crecimiento
(Tabla 4.6) sin modificar la viabilidad ( Tabla 4.5), no impide
que estas cepas sean las mas tolerantes a etanol. Reciprocamente,
s6lo algunos de los alelos nucleares que confieren sensibilidad a gty

nol afectan.simulténeamente a la sensibilidad a temperatura (3).
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CAPITULO 5

PAPEL DE LAS MEMBRANAS EN LA TOLERANCIA AL ETANOL

Introduccidn

Las cepas de Saccharomyces cuando crecen en etanol sintetizan

lipidos enriquecidos en residuos grasos insaturados del tipo (C18:1
para compensar la disminucidén de residuos de palmiticcl?ﬁﬂ). Por
otra parte, se sabe que cuando se suplementan los cultivos de
levaduras con &cidos grasos insaturados, se incrementa su tolerancia
a etanol (20, 32).

Por estas razones se considera a la membrana celular como
el componente mas importante con el que reacciona el etanol, y
a los residuos de 4acidos grasos insaturados de la misma como los
elementos esenciales en el mantenimiento de una alta tolerancia
a etanol (23, 81).

Existe una vasta informacidén sobre el mecanismo de adaptacidn
a etanol de las 1levaduras que incluye, como dato fundamental,
cambios en los componentes de la membrana celular (38). El1 hecho
de que, los microorganismos que son altamente tolérantes a etanol,
presenten cambios muy especificos en los componentes estructurales
de las membranas, apoya esta tesis.

Sin embargo, los intentos de obtener cepes mas tolerantes a.etarol mediante
transferencias sucesivas a medios con concentraciones crecientes
de etanol han resultado infructuosos y, hasta ‘ahOra, no se ha
descrito el que se consigan cepas més tolerantes (39). Por el contra-
rio, se ha observado que algunas cepas cambian la composicidn
lipidica de sus membranas durante estos experimentos de transferencia
gue sin embargo, se vuelven incluso més sensibles a etanol que
al principio del experimento(lkUna posible explicacidén seria que
"los cambios que se detectan en 1la composicidén de los lipidos
se deban a alteraciones producidas por el etanol en enzimas implica-
das en la ruta de biosintesis de lipidos y no reflejen cambios

adaptativos (14,37).0tra posibilidad alternativa es que, efectivamente,
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los cambios observados son adaptativos, pero que la adaptacidn
especifica de 1las membranas no se .refleja en otros parémetros
como crecimiento, fermentacién etc. La razén seria que el parémetro
"crecimiento" o "fermentacidn'" es en realidad la resultante de
un gran namero de funciones celulares y que cualquiera de ellas,
no necesariamente la actividad de las membranas, puede ser la mas
inhibida por etanol. Por lo tanto ésta seria el factor limitante
del crecimiento . Esta posibilidad no ha podido ser probada
hasta ahora debido a que no se ha descrito ningin .pétodo Qque
permita ver especificamente adaptacidn a etanol de las membranas
celulares. Este método permitiria determinar si un cambio de la fisiologia de la mem—
brara causado por etamol conduce a wna alteracidn equivalente del crecimiento. De hecho,
el etarol interfiere mediante su efectec en la membrana en funciones como el transporte
de glucosa (45, 47), viabilidad (46), etc. que pueden ser funciones que limiten el creci-
filento.

El flujo pasivo de protones a través de la membrana es un
parametro que puede medirse facilmente mediante curvas de acidifica—
cién inducida por glucosa (76) y permite una buena estimacidén de
la interferencia del etanol con la membrana plasmatica (48). Cuando
se suspenden en una solucién de glucosa, células de levaduras
cultivadas en YPD, se produce una salida de protones que hace
que el pH de 1la solucién baje |
siguiendo una curva de acidificacidén caracteristica (76). Cuando
la entrada y salida de protones se equilibra, se alcanza un valor
final de pH, pHf (48) que ya se mantiene constante, mientras haya glucosa.

El etanol aumenta 1la constante de difusién del flujo pasivo de
protones, siguiendo la ecuacidn Cx = Co ekx (3), donde Cix y C_)o

son los valores de las constantes de difusidén a las concentraciones
de etanocl O y x respéctivamente y k es la constante de aumento
por etanol del flujo pasivo de protones a través de la membrana.
En consecuencia, el valor de pHf aumenta cuando se afiade etanol
a la suspensidén de células con glucosa, de tal forma que puede
establecerse una relacién de tipo lineal entre las concentraciones
de etanol afiadidas y los valores de pHf alcanzados (28): pHf = C +

5 X log e (48) y estimar asi facilmente el valor de k.
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En este capitulo se han utilizado las curvas de acidificacidn
dara determinar si la interferencia del etanol en la membrana esta
relacionada con el efecto que causa en el crecimiento, asi como si
el crecimiento en medio con etanol, conlleva a una modificacidédn de
la membrana por adaptacidén que cambie la respuesta de la misma a la

accidén de este alcohol.

s

Materiales y Métodos

Organismos

Las determinaciones de la constante de aumento del flujo
pasivo de protones, k, y de la constante de inhibicidn del crecimien-
to, Ei, se llevaron a cabo en once cepas de levaduras, relacionadas
en la Tabla 5.1 y descritas en el Apéndice I. Los experimentos
de adaptacidén al etanol se hicieron con las cepas FSP414/6, como

prototipo de cepa tolerante a etanol y D517-4B, como cepa sensible.

Tabla 5.1. Relacidn de cepas utilizadas, y parémetros determinantes,?e la
toxicidad en etanol: Ki (molar) y tasa mixima de crecimiento QL) (h )

en medio sip etanol, constante de aumento del flujo pasivo de protones

(k) (molar ) y pHf alcanzado en medio sin etanol. Los experimentos fueron
realizados a 259C.

Crecimiento Acidificacién
Cepa

}A Lo -1 . -1

max (h ) Ki (molar) pHf k (molar )
(1) 1F1256 0.43 1.24 3.50 0.55
(2) 1F182 0.40 1.13 3.37 0.80
(3). ACA4 0.47 1.22 3.50 0.83
(4) ACAL74 0.40 1.37 3.64 0.26
(5) RBY-D5A 0.41 1.26 3.41 0.59
(6) K5-5A 0.38 0.96 3.55 1.01
(7) FJFa14 0.29 1.50 3.56 0.15
{8) X30-3C 0.36 0.96 3.57 0.70
(9) FSP414/6 0.25 1.37 3.45 0.45
(10) FxH1 0.42 1:16 3:30 1.50
(11) D517-48 0.40 1.10 3.30 0.59

Los resultados que se expresan en la Tabla son los valores medios de 5
experimentos.
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Medios y condiciones de cultivo

Las cepas se cultivaron en matréces de 500 ml que contenian
250 ml de medio YPD &6 YPDE con diferentes concentraciones de etanol,
con agitacién magnética y a 252C. La tasa de crecimiento de cada
cepa se determiné en medio YPDE con concentraciones de etanol
que variaron de 0O a 10%, midiendo peribdédicamente la absorbancia
a 660 nm como se ha descrito en capitulos anteriores. A partir

de estos valores se calculd la Ki, que se define como la concentra-

cién de etanol que reduce la tasa de crecimiento a la mitad.

Determinacién de las curvas de acidificacién y del pH de equilibrio

Cultivos en matraces de 500 ml que contenian 250 ml de medio
YPD en fase estacionaria temprana (2 x 108 cel/ml) se centrifugaron
y lavaron dos veces con agua destilada y finalmente se resuspendieron
en 10 ml de agua destilada; 0.5 ml de esta suspensidn se introdujo
en un vial de 20 ml de capacidad y se afiadié 0.5 ml de una solucién
acuosa de glucosa al 20% y agua destilada con O, 2, 4, 6, 8 6
10% (v/v) de etanol, hasta un volumen final de 4.5 ml. Las curvas
de acificacidn se determinaron introduciendo en el vial el electrodo
de un pHmetro Crison (Crison Instruments, S.A., Madrid) conectado
a un registrador LKB 6500. El pH de las soluciones se estabilizaba
regularmente tras unos 75 min de incubacidn, por lo que en experimen-—
tos posteriores y para determinar el pH final de equilibrio (pHf),
los viales se cerraron e incubaron a 25°2C con agitacidn durante

unos 75 min, transcurridos los cuales se mididé el pH.

Determinacién de la capacidad de adaptacién a etanol

Para determinar la capacidad de adaptacidén a etanol de las
cepas, éstas fueron cultivadas en matraces de 500 ml con 250 ml
de YPD & YPDE (8%), con agitacidén y a 302C hasta que alcanzaron
la fase estacionaria temprana (2 x 108 cel/ml). Para determinar
la tolerancia a etanol de las membranas celulares, se hicieron
curvas de acidificacidén como las descritas anteriormente, incubando

viales con células de cada cepa, glucosa y distintas concentraciones
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de etanol a 30°C con agitacidén y midiendo el pH durante los primeros
10 min del experimento y tras 75 min a 2 horas de incubacién.
Las determinaciones de peso seco se realizaron secando o0.1 ml
de la suspensidén celular sobre papel de aluminio a 1052C durante
12 h y pesandola posteriormente.

A fin de comprobar si 1los cambios que tienen lugar en la
membrana celular durante el crecimiento €en etanol son reversibles,
se realizd el siguiente experimento: se€ cultivaron células. en 1
litro de YPDE (8%) hasta fase estacionaria (5 x 108 cel/ml). El
cultivo se dividié entonces en 4 subcultivos de 250 ml. De wuno
de ellos, utilizado como control, se recogieron 1las células por
centrifugacidén y se procedidé a determinar curvas de acidificacidn
en distintas concentraciones de etanol como se describidé anteriormen-
te. Los otros tres cultivos se centrifugaron y las células se
lavaron y resuspendieron en 100 ml de 1) agua destilada; 2) medio
YB (medio minimo sin fuente de carbono ni de nitrdgeno) con 0.5%
de glucosa; 3) medio YB suplementado con 0.5% de glucosa, y con
20 mg de cicloheximida. Los tres cultivos se incubaron durante
4 h a 30°C y posteriormente las células se centrifugaron, se lavaron
y finalmente se resuspendieron en 2 ml de agua destilada para

medir curvas de acidificacidén del modo descrito anteriormente.

Resultados y Discusidn

Determinacidén de 1la constante de aumento por etanol del flujo

pasivo de protones

Se determinaron las curvas de acidificacién de las cepas
relacionadas en la Tabla 5.1. La Fig. 5.1 muestra, a modo de ejemplo,
las de las cepas D517-4B y FSP414/6. De estas graficas se deduce
que el valor del pH de equilibrio (pHf) aumenta con la concentracidn
de etanol, tanto en la cepa FSP414/6 como en D517-4B, y que este
aumento es mucho mAs patente en la cepa de laboratorio sensible
a etanol, D517-4B, que en FSP414/6. Este efecto es aln mas evidente

,Si se representa, frente a la concentracidén de etanol, el pH final
de equilibrio alcanzado para cada concentracién (pHf) (Fig. 5.1

a''y b').
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Figura 5.1. Efectos del etancl sobre las curvas de acidificacidén de las cepas
D517-4B (a) y FSP414/6 (b), obtenidas al afadir glucesa (concentracion final
‘del 2%) a suspensiones celulares. La flecha indica el momento de adicién de

la glucosa. El nimero indicado junto a cada curva se refiere a la concentracidn
de etanol (% v/v) a la que se hizo el experimento. En las Fig. a' y b' se re-
presentan los valores finales de pH (pHf) alcanzades tras 2 h de incubacidn a
las concentraciones de etanol indicadas.

Como puede observarse, tanto para la cepa FSP414/6 como para
D517-4B, existe una relacién de tipo lineal entre las concentraciones
de etanol afiadidas- y los valores de pHf alcanzados(84punque la
pendiente que determina esta relacién lineal es mas pronunciada
en la cepa D517-4B, sensible a etanol, que en FJF414/6, mas tolerante
a este compuesto (cgpitulo 3).

Cuando se representaron los valores de concentracién de
etanol frente al pHf alcanzado para cada concentracién, correspondien
tes a cada una de ias cepas que aparecen citadas en la Tabla 5.1,
se observd que la relacién entre el pH final y la concentracidn
de etanol era lineal en todos los casos, con un coeficiente de
correlacién que varié normalmente entre 0.951 y 0.999, excepto

en el caso de la cepa 7 (FJF414, Torulospora pretoriensis) ‘en

la que fué algo menor (0.862).
La constante de aumento por etanol del flujo pasivo de protones

k, puede calcularse a partir de 1la pendiente determinada por la
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relacidén lineal existente entre concentracién de etanol y pHf
(27). Para cada una de 1las cepas descritas en la Tabla 5.1, se
determiné el valor de la pendiente (k) de la recta de regresién.
Esta estimacidén de k se realizd utilizando. la expresidn kK =

pPHE/8x x log € (27) | donde A pHf es la diferencia en pHf causada por

una diferenciasx en la concentracidén molar de etanol del ensayo.

Relacién entre la constante de aumento, k, y la constante de inhibi-

cidén del crecimiento, Ki

Al calcular los valores de 5 para las distintas cepas, se
observd que existia correlacidn entre dicho parémetro y su tolerancia
a etanol . . Mas concretamente, una correlacidén de
tipo lineal entre la irhibicidn del crecimiento por etanol, definida por su Ki, y el
efecto del etanol en loa valares de pHf, de forma que cuanto:menos tolersnte es la cepa,
més pronunciada es la pendiente que relaciona concentracién de
etanol y pHf.

Cuando se determinaron las curvas de acidificacién de todas
las cepas descritas en la Tabla 5.1, y se representaron los valores
de la constante de aumento, k, obtenidos frente a los valores
de la constante de 1inhibicidén del crecimiento, Ki, se observo
que se podia establecer una relacidén de tipo lineal entre ambas
constantes, con un coeficiente de correlacién de 0.8 (Fig. 5.2).
Esta relacidn sugiere que la perturbacién por etanol de la membrana
plasmatica es importante en la inhibicidén del crecimiento, y que

ambas pueden variar considerablemente de unas cepas a otras.
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Figura 5.2. Relacién entre los valores de Ki (concentracidn molar de etanol
que reduce la tasa de crecimiento a la mitad) y k (constante de aumegto por
etanol del flujo pasivo de protones a través de la membrana) (molar ). Los
nimeros se corresponden con los de las cepas descritas en la Tabla 5.1.
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Figura 5.3. Relacién entre la concentracién de etanol y el pH final (pHf)
obtenide en las curvas de acidificacién de (a) la cepa D517-4B crecida en
YPD (A) o en YPDE (8%) (A) y la cepa FSP414/6 crecida en YPD (M} o en YPDE
(8%) (7. (b) la cepa D517-4B crecida en YPDE (8%) e incubada durante &4 h

en agua destilada (A}, en medio YB sin fuente de nitrdgeno y 0.5% de glucosa
(O) y en este Gltimo medio suplementado con una concentracién final de 200
}lg/ml de ciclohexinmida (@)

Los resultados representan la media de 2-5 experimentos.

Adeptacitn a etanol de las membranas celulares

Cuando se midieron las curvas de acidificacién en las cepas
FSP414/6 y D517-4B, previamente cultivadas en YPDE (8%), se observd
que se comportaban de forma distinta. Los valores de pHf de la
cepa D517-4B (Fig. 5.3a) fueron mucho mas altos due los de la
misma cepa cultivada en YPD, y en consecuencia con una pendiente
’mucho més pronunciada, indicando que esta cepa era incapaz de
adaptarse a etanol, presentando incluso més sensibilidad a este
compuesto. Este aumento de sensibilidad fué reversible ya que,
en células cultivadas en YPDE (8%) e incubadas posteriormente
durante 4 h en medio YB (con una fuente energia, glucosa, a fin
de permitir un metabolismo minimo, pero sin fuente de nitrdgeno
para evitar variaciones debides a crecimiento y divisidn celular),
los valores de pHf obtenidos fueron los mismos que los que presentaba
la cepa cuando se cultivaba en YPD, indicando que la cepa es capaz
de recuperar la tolerancia que tenia cuando era cultivada en YPD

(Fig. 5.3a). Este proceso de reversién no ocurre si la incubacidn
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durante 4 h se hace en agua destilada o en medio sintético con
glucosa pero con cicloheximida, siendo entonces los valores de
pHf obtenidos, los mismos que los que se observan cuando se mide
directamente -acidificacién en células crecidas en YPDE (8%) (Fig.
5.3a).

La cepa FSP414/6 se comportd de un modo diferente. La pendiente
de 1la relacidén lineal obtenida entre concentracién de etanol y
pHf fué la misma para células cultivadas en YPD que para cultivos
mantenidos en YPDE (8%) (Fig. 5.3b). Sin embargo, los valores
absolutos de pHf obtenidos fueron mucho més bajos en células cultiva-
das en YPDE (8%). Este resultado parece indicar que durante el
crecimiento en YPDE (8%) en las membranas de la cepa FSP414/6
se ha producido un verdadero proceso adaptativo, que se refleja
en una disminucién de los valores de pHf, frente a los valores
obtenidos en células crecidas en YPD, a cualquier concentracidn
de etanol.

Los resultados obtenidos indican que tanto FSP414/6 como
D517-4B alteran sus membranas cuando crecen en presencia de etanol
(Fig. 5.3); Sin embargo, mientras que las membranas de la cepa
D517-4B se vuelven mas sensibles a etanol, las de la cepa FSP414/6
mejoran su tolerancia, lo que  podria interpretarse como que la
capacidad de 1la membrana celular de adaptarse a etanol depende
de la cepa, como ocurre con la tolerancia a etanol del crecimiento
(gg) -

El aumento de sensibilidad a etanol observado en la cepa
D517-4B puede revertirse, aunque el proceso requiere una fuente
de energia y posiblemente, sintesis de proteinas (Fig. 5.3). Otros

autores(10,23)han sugerido que en E. coli y Z. mobilis una disminucién

del cociente lipidos/proteinas es esencial para la tolerancia

al etanol, También se ha descrito gque Saccharomyces cultivado

en medio con etanol, 1la relacién 1lipidos/proteinas disminuye,
conforme aumenta 1la concentracién de etanol (1). Por otro lado,
se sabe que el aumento de pHf debido al etanol tiene como

- base un aumento de la difusién pasiva de protones a través de
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la membrana (27). Puesto que las proteinas constituyen una barrera
para el movimiento de iones a través de la membrana(38)os cambios
que se observan en la tolerancia a etanol de la membrana celular,
tras incubar 1las células en medio con etanol, podrian reflejar
cambios en la composicién  proteica de la membrana celular. De
hecho, la cepa D517-4B necesita sintesis de proteinas para recuperar
la tolerancia al etanol que posee cuando se cultiva en medio sin
etanol (Fig. 5.3a). No es descartable sin embargo que sean proteinas
enzimaticas, implicadas en la biosintesis de 1los 1lipidos de la
membrana (37), las que se alteren al incubar con etanol @7) y por
lo tanto, la modificacidén que sufra la membrana sea consecuencia
fundamentalmente de alteracién de lipidos, més que de proteinas
estructurales de membrana.

Estos resultados, Jjunto con datos analiticos de otros autores
Uqlo,z3jsugien§1que los componentes proteicos de 1la membrana celular
posiblemente jueguen un papel esencial en la tolerancia a etanol

que presentan las cepas de levaduras.
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CAPITULO 6

SELECCION EN CULTIVO CONTINUO DE HIBRIDOS DE LEVADURAS TOLERANTES
A ETANOL

Introduccidn

La tolerancia a etanol en levaduras estd controlada por
un gran nimero de genes (capitulos 3 y 4). Estos genes pueden
ser distintos de unas cepas a otras (capitule 3), por lo que la
hibridacidén entre cepas no isogénicas puede generar nuevas cepas
que por complementacibén sean més tolerantes a etanol que los parenta-
les. De hecho, la complementacidén por hibridacidén ha sido la técnica
que, de modo habitual, se ha utilizado para la obtencidén de cepas
altamente tolerantes a etanol (40,73). Por otra parte, los genes
nucleares que limitan la tolerancia a etanol de una cepa son
distintos a distintas concentraciones de etanol (capitulo 3).
Adicionalmente, en condiciones extremas de altas temperaturas
y altas concentraciones de etanol, se ha observado que el papel
qQue ej'erce el genomio extranuclear en la tolerancia a etanol es
esencial (capitulo 4).

La complejidad del sistema aconseja que para obtener cepas
muy tolerantes a partir de cepas naturales tolerantes, se recurra
a la hibridacién entre cepas no cénsanguineas para generar variabilidad genética, y se
utilice un sistema de seleccidn en medio con cantidades crecientes de etanol y bajo control
turbidostatico, a fin de evitar la pérdida de hibridos interesantes si se someten a una
fuerte presién selectiva puntual.

En este capitulo, hibridos entre cepas vinicas y cepas genéti-
cas se sometieron a un control turbidostatico en cultivo continuo,

basado en la capacidad de las levaduras de acidificar los medios
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en los que crecen. La tasa de acidificacidn es un paréametro paralelo
al de 1la tasa de crecimiento. Este &istema de control, realizado
de forma discontinua, ha permitido desarrollar un método extremadamen
te preciso para controlar la turbidez del cultivo, permitiendo
ademas pulso a pulso, incrementar la concentracidén de etanol del

cultivo durante el proceso de seleccién.

Materiales y Métodos

Organismos

La puesta en marcha del método de seleccidn se llevd a cabo
con las cepas FJF414 y D517-4B, debido a las grandes diferencias
que ofrecian en su cinética de crecimiento con y sin etanol; los
hibridos empleados fueron los obtenidos en el capitulo 2 entre
cepas vinicas y cepas genéticas (hibridos del cruzamiento de las
cepas genéticas D273-11A, D517-4B y MMY1l con las esporas de las
cepas vinicas IFI256, IFI82, ACA4, FJF414 y FJF206).

Medios y condiciones de cultivo

En los experimentos de cultivo discontinuo, 1las cepas‘
se inocularon en matraces de 50 ml con 25 ml de medio YPD y se
incubaron a 30°C con agitacién hasta fase estacionaria (5 x 10

cel/ml). El crecimiento se determind midiendo ~la absorbancia
a 660 nm en un espectrofotdmetro Specﬁronic 2000 (Bausch & Lomb,
Bélgica). '

La capacidad fermentativa se determind en matraces de la
misma capacidad que los descritos, en medio YPD suplementado con
30 6 45% de glucosa. Periddicamente se tomaron muestras para determi-
nar la absorbancia a 660 nm asi como la glucosa consumida y el
etanol producido, segin métodos descritos en '"Procedimientos analiti-
cos'".

En 1los experimentos de cultivo continuo se empled medio
YPD &6 YPDE con las concentraciones de etanol indicadas en cada
caso. El aislamiento de <colonias tras la recogida de muestras

"del cultivo continuo, se realizd en medio YPD sdlido.
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Adaptacidén al quimiostato del sistema. de control turbidostatico

por pH

Para estos experimentos se empled un fermentador New Brunswick
Bioflo modelo €30 (New Brunswick Scientific Co. Inc., Edison,
NJ, E.E.U.U., ) provisto de una vasija para 1.5 1 de medio. El
fermentador se equipd con un electrodo de pH en la vasija, conectado
a un controlador automatico de pH modelo pH40. La bomba del fermenta-
dor se reguld para generar una tasa de dilucidén (D) de 0.5 h
(mayor que la tasa maxima de crecimiento, /hméx, de las levaduras
empleadas) y se conectd al controlador de pH, de manera que cuando
el crecimiento y en consecuencia la acidificacidén generaban un
pH por debajo de un valor critico, pHc, el controlador de pH conecta-
ba la bomba y diluia el cultivo con medio fresco; cuando el pH
del cultivo alcanzaba valores por encima del valor critico, pHc,
como consecuencia de la dilucidn, la bomba se desconectaba. Este
sistema de control se esquematiza en la Fig. 6.1. La vasija con
1.5 1 de medio YPD se inoculé con 15 ml de cultivo de cada cepa,
en fase estacionaria, y se regulé la incubacidén a 302C y agitacidbn
magnética (300 rpm) con baja aireacién (0.5 unidades en la escala

bomba @_[;oen;?‘)l Hegistrq

del fermentador).

medio i1
fresco
] salida de
Ccultivo
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l-:igiu‘a 6.1.Esquema del turbidostato, con control automéatico de la
opacidad del cultivo mediante un pHmetro.

1
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Procedimientos analiticos

La glucosa consumida se midié en un analizador de glucosa
YSI27 descrito anteriormente. E1 etanol se determindé siguiendo
el método descrito por Kaplan y Giotti (43). El1 pH se determind
continuamente en un registrador LKB 6500, acoplado al controlador
de pH del fermentador. Las medidas més precisas de pH se realizaron:

en un pHmetro Crison (Crison Instruments, S.A., Espafia).

Resultados y Discusiédn

Valores extremos de pH obtenidos en cultivo discontinuo

La regulacién de la tasa de dilucidén, D, de un cultivo continuo
mediante control de pH, implica que el valor critico de pH, pHc,
debe estar siempre comprendido entre los que posee un medio recien
inoculado y los valores obtenidos cuando, en cultivo discontinuo,
todo el azGcar del medio ha sido fermentado por las levaduras
(fase estacionaria), puesto que el control consiste en evitar
que, bien por crecimiento o por dilucidn, se puedan alcanzar algunos
de los valores de pH extremos.

Consecuentemente se procedidé en primer lugar a determinar
cudles eran estos valores de pH, inoculando células de la cepa
FJF414, previamente cultivadas en YPD hasta fase estacionaria,
en matraces de 50 ml con 25 ml de YPD, e incubando los matraces
con agitacién a 30°C, nuevamente hasta fase estacionaria. Las
medidas de pH se hicieron al comienzo y al final del experimento,
y paralelamente se hicieron determinaciones del contenido en glucosa
de los cultivos y de la turbidez de los mismos
(absorbancia a 660 nm). v

Los valores minimos (fase estacionaria) y méximos (inicio
del cultivo) de pH obtenidos se recogen en la Tabla 6.1, junto
con los datos de ! turbidez del cultivo (absorbancia a 660
nm) en cada caso. De acuerdo con estos valores, incluso en presencia

de etancl el pH inicial se mantuvo por encima de 6.0, y por debajo
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de 5.0 el de los cultivos en fase estacionaria (pH final). En
consecuencia y para experimentos posteriores, el control turbidosta-

tico se realizé regulando el pHc entre estos dos valores.

Tabla 6.1. Valores de pH y de absorbancia a 660 nm de un cultivo discontinue
de la cepa FJF414, obtenidos al principio (2.2% glucosa) y al final (0% glu-
cosa) del experimento.

Medio 660
Inicial Final Inicial Final
YPD 6.02 4.97 0.03 ~1.0
YPDE (5%) 6.19 4.90 0.03 >1.0
YPDE (10%) 6.31 4,65 0.04 >1.0
6.2r
L 60
A660
2%~ 0.09
pHct+
58 L ) ' . A Bk |
[ 1 i i |
0 10 20 30
TiEMPO {hr)

Figura 6.2. Registro de pH de un cultivo de la cepa FJF&414 creciendo en

YPDE (10%), sometido a control turbidostatico por pH. Tras la inoculacién,

el pH del medio decrece continuamente conforme crecen las células. Una vez

que se alcanza un pH determinado (pHc), sefialado con una flecha en la fi-

gura, el cultivo se somete a pulsos de dilucién cada vez que, como consecuencia
del crecimiento, el pH baja por debajo del pHc.

Equilibrio del cultivo continuo controlado por el pHc

Para determinar la eficacia potencial del método de control
por pH, se empled la cepa FJF414 y se utilizd como medio de cultivo

'YPD ¢ YPDE., Para ello se inoculd la vasija del fermentador, que
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contenia 1.5 1 de YPD, con 15 ml de un cultivo en fase estacionaria
de la cepa FJF41l4, previamente crecida en YPD, y se reguld la
incubacidén a 302C y con el sistema de ‘control por pH como se indicéd
en Materiales y Métodos. Una vez alcanzadas las condiciones de
equilibrio

las células se mantuvieron en el cultivo durante tres dias. Experimen
tos similares se. 1llevaron a cabo utilizando YPDE suplementado
con 5 o con 10% etanol (YPDE (5%) 6 YPDE (10%)). En estos casos,
el tiempo necesario para alcanzar el equilibriofué superior (Fig. 6.2);
una vez alcanzado éste, la incubacidén se prolongd durante 7 dias,
dado que en estas condiciones la tasa de acidificacién, y en conse-
cuencia la de dilucidn, es mucho menor.

Durante el experimento se produjo una acidificacién continua
del cultivo del fermentador, como consecuencia del crecimiento
y la fermentacibén de la cepa (Fig. 6.2). De acuerdo con el sistema
de control que se habia conectado (Fig. 6.1), la bomba de adicién
de medio se conectaba cuando el pH descendia por debajo del pHe
(indicado por una flecha en la Fig. 6.2) y se desconectaba cuando
€l pH superaba el pHc. Esto permitia alcanzar un equilibrio de
crecimiento continuo.

Durante e€sta fase de equilibrio 1la concentracidén de glucosa
se mantuvo préacticamente constante, entre 1.7-2.0% (Tabla 6.2)
y con valores muy similares a los iniciales (2.2-2.1%), lo que
indicaba que las células siempre estaban creciendo a su tasa maxima.

Puesto que en este estado de equilibrio, una variacidén dada
de pH implica una variacién proporcional en la turbidez del cultivo
(Fig. 6.2 y Tabla 6.2), la tasa de acidificacién, A, obtenida
después de cada pulso de dilucién (disminucién de pH/tiempo cuando
D = 0) fué proporcional a la tasa méxima de crecimiento, /Améx
(incremento de turbidez/tiempo cuando D = 0), de donde se deduce

que A = K x/Lméx.
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Tabla 6.2 Valores méximos y minimos de pH, turbidez (A660 nm) y concentra-
cién de glucosa, obtenidos bajo condiciones constantes de cultivo continuo
sometido a control turbidost&tico por pH, en la cepa FJF4l4

Medio pH A660 Glucosa

Inicial Final Inicial Final Inicial Final
YPD 5.67 5.66 0.15 0.12 1.9 1.7
YPDE (5%) . 5.59 0.18 0.16 1.9 1.8
YPDE (10%) 5.88 5.84 0.11 0.09 2.0 2.0

Experimentos de competencia y seleccidn en cultivo continuo

Para llevar a cabo este experimento de competencia se utiliza-
ron la cepa vinica FJF414 y la genética D517-4B. La cepa de flor
FJF414 es una de las menos inhibidas por concentraciones crecientes
de etanol, pero en ausencia de este compuesto, su tasa de crecimiento
es enormemente baja comparada con otras cepas (capitulo 1l). La
cepa de laboratorioc D517-4B sin embargo, es fuertemente inhibida
por etanol, pero su tasa de crecimiento en medios sin etanol
es muy superior a la de la cepa FJF414 (capitulo 3 ). Por este
motivo se utilizaron estas cepas para realizar un experimento
de competencia en cultivo continuo, en ausencia (YPD) y presencia
de etanol (YPDE (5%) e YPDE (10%)), respectivamente, a fin de
llevar a cabo posteriormente, similares experimentos de competencia
y seleccidn de organismos -altamente tolerantes a etanol. Ambas
cepas se cultivaron en YPD hasta fase estacionaria en matraces
de 50 ml con 25 ml de medio y a 30°C y posteriormente de estos
cultivos se inocularon 15 ml de cada cepa en la vasija del fermenta-
dor que contenia YPD, YPDE (5%) & YPDE (10%). Una vez alcanzado
el equilibrio, se procedié a mantener las <células del cultivo
durante 7 dias, cogiendo muestras periddicamente, sembrando cajas
de YPD y contando el nimero de colonias aparecidas a los 3 dias
de incubacidn a 30°C. La mutacidn ade2 de la cepa D517-4B confiere
a las colonias un color rojo que las hace facilmente distinguibles
de las restantes colonias que no presentan auxotrofia para adenina

y que son de color blanco (FJF414).



85

A concentraciones inferiores a 5% de etanol (YPDE (5%))
la tasa méxima de la cepa D517-4B es mayor que la de la cepa FJF414.
Sin embargo a concentraciones superiores, estos valores se invierten,
siendo la tasa méxima de FJF414 superior a la de D517-4B (Fig.
3.3). Como muestra la Fig. 6.3, y como era de esperar, la competencia
favorecidé a 1la cepa FJF414 cuando el sistema operaba con YPDE
(10%) y a la cepa D517-4B cuando el medio empleado fué YPD. Cuando
se embleé YPDE (5%) las diferencias fueron menores ya que, como
se observd con anterioridad, (Fig. 1.1 y 3.3) en estas condiciones
tanto la tasa de crecimiento de FJF414 como la de D517-4B mostraban
valores muy similares. Este experimento de competencia mostrd
que a pesar de los numerosos factores que pueden afectar al desarro-
1lo de cultivos mixtos (74), el sistema permite seleccionar la
cepa qQue posea la maxima tasa de crecimiento en cada una de las

condiciones utilizadas.
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Figura 6.3 Variacién en la proporcién (%) de unidades formadoras de colonias
(U.F.C.) en cultivo continuo de las cepas FJF414 y D517-4B, sujeto a control
turbidostatico por pH en YPD (A}, YPDE (5%)(m) o YPDE (10%) (@).
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Cultivos mantenidos en concentraciones crecientes de etanol

La seleccién de cepas altamente tolerantes a etanol . a
concentraciones fijas de este compuesto no conduce necesariamente
a la seleccién de la cepa mas apropiada para la produccidén de
etanol ya que a distintas concentraciones de etanol son distintas
las funciones que limitan la tasa de crecimiento (capitulo 3).
Un sistema de seleccidn en cultivo continuo permite sin embargo
cbtener aquellas cepas que crecen mejor a cualquier concentracidn
de etarocl. Para modificar la.corcentracién de etanol, una vez alcanzado
€l equilibrio en el fermentador
en medio sin etanol (YPD), o con una concentracién de etanol
determinada, r (YPDE (E) %), se utiliza medio frescq YPDE
suplementado ccn una concentracidén de etanol mucho mayor, R
(YPDE (R%)). De esta forma, cuando se inicia el siguiente pulso
de dilucién de este medio durante un tiempo t, a una tasa de
dilucidn D, se produce un aumerto de la concentraci6én de etanol
en el medio de cultivo. hasta un valor ny, que puede calcularse a partir
de la expresidn ry = R (1 - e—Dt Y} o+ r (e -Dt ) (desarrollado
a pertir de '"Distribution of residence times in a chemcstat,
Pirt (65 ). En general, tras n pulsos de dilucidn, la ccncentracidn

Dtn

de etanol alcanzada es de ro = R (L - e ~ )+ r, (e—Dtn

).
Un cultivo en YPDE (10%) (ro = 10%) de la cepa FJF414,
inicialmente equilibrado bajo contrcl por pH, se sometid a esta
serie alternante de pulsos con medio frescc YPDE enriquecido
en etanol hasta un 18% (R = 18%). El primer pulso de medio frescc
incrementd la concentracién. de etanol del cultivo y este efecto
se vidé inmediatamente reflejado en la tasa de crecimiento del
cultivo y - en la tasa de acidificacién
(Fig. 6.4). Dichas tasas de crecimiento y acidificacién
fueron disminuyendo paulatinamente & 1lo largo de los sucesivos
pulsos, cada uno de los cuales incrementaba la concentracidn

de etanol del medio de cultivo (Fig. 6.4).
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Figura 6.4. Registro de pH de un cultivo de la cepa FJF4l4 creciendo
en YPDE (10%), sometido a control turbidostatico por pH. Una vez que
se alcanza un pH determinado {pHc), sefialado con una flecha en la figura,
el cultivo se somete a pulsos de dilucién con medio fresco YPDE (18%).
De este modo, la concentracién de etanol del cultivo aumenta con cada
pulso de dilucién, mientras que la tasa de acidificacidén, A, disminuye.
Los valores r  indicados en la figura se refieren a la ‘concentracidn
final de etanol del cultivo, después de n pulsos de dilucidn.

El experimento se mantuvo durante cincc pulsos consecutivos
al cabo de los cuales el crecimiento y . la tasa

de acidificacidén se hicieronn cerc. De acuerdc con 1la ecuacidn

anterior, tras cinco pulsos de dilucién (n = 5) de 0.3 h/pulso
(t = 0.3) a una tasa de dilucién D = 0.5 h_l, la concentracién
de etanol debia ser ré = 14.2%. Esta fué la maxima concentracidn

de etanol que tolera el crecimiento. La medida experimental
de etanol por los métodos descritos (43) didé una concentracién
en el cultivo de 12.5%. La diferencia encontrada entre el valor
tedrico calculado y el valor obtenido por determinacidn experimental
podria deberse a efectos de evaporacidén que ha pcéido tener
luger a lo largo del experimento.

El sistema descrito permite por tento la . seleccidén en cultivo mixto
de aquella cepa que posee la mayor tass de crecimiento a cualquier
concentracidén de etanol. Mediante el sistema de la adicién de
medio enriquecido en etanol, la cepa o cepas seleccionadas al
final del experimento poseen un amplio espectro de tolerancia
a etarol que va desde la concentracidén inicial, r o, a la final
,rn , con unos valores de méxima tolerancia a todas y cada una

de las concentraciones de etanol ensayadas.
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Competencia y seleccidn en cultivos mixtos mantenidos en concentra-

ciones crecientes de etanol

Los hibridos obtenidos tras el cruce de cepas no isogénicas
son frecuentemerte mejores que cualquiera de los parentales
con respecto a la tolerancia a etanol. De acuerdo con estos
resultados, 25 hibridos procedentes de cruces de cepas genéticas
con esporas de cepas vinicas, descritos anteriormente, fueron
inoculados en idénticas proporciones en el fermentadcr controladce
por pH, con medio YPDE (2%). Tras el inbculo se inicid el experimen-
to de ccmpetercia utilizandc er el tanque de alimentacidn, medio
fresco. YPDE (20%). Tras ocho dias de incubacidén, 1la tasa de
crecimiento de 1las cepas se hizo précticamente cero y el
cultivo habia alcznzado una ccncentracidén de etanol real superior
a 15%. De esta fase final del experimento se aislarcn unas 10CO
colonias en medio YPD sélido y se procedidé a la caracterizacidn
de 10 de ellas, seguiendo métodos descritos en el capitulo? .

Las diez cclonias anslizadas mostraron capacidad de formar
velo. El1 anélisis cde los productos meibticos de estas cepes
tras esporularlas didé una segregecién 2:2 de los marcadores
adenina y 1lisina, indicardo que las cepas que se habian aisladc,
altamente tolerantes a etanol, procedian de hibridos de
esporas de las cepas de flor FJF414 & FJF206 y la cepa genética
D517-4B.

Produccidén de etanol por las cepas seleccionadas

Una de las cclonias aisladas ,tras el proceso de seleccidn
en cultivo continuo con pulsos y ccncentraciones crecientes
de etanol en el medio, denominada FDHS, se utilizd para comprobar
la capacidad de fermentar medio YPD suplementado con 30 y 45%
de gluccsa. Los resultados obtenidos se compararon con experimentos
similares realizados con las cepss IFI256 y ACA4. La Fig. 6.5
expresa los resultados obtenidos con cada una de las tres cepas
en YPD con 30 y 45% de glucosa. Corn 20% de glucosa inicial,

sbélo la cepa FDHS fué capaz de utilizar todc el azicar, produciendo
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practicamente la misma cantidad de etanql al final de la fermenta-
cién que la concentracién méxima de etanol que pernitid crecimiento
en los experimentos de seleccidén en cultivo continuo, por encima
de 15%. S6lo esta cepa fué capaz de crecer, aunque pobremente,
tras 20 horas de incubacién en YPD con 30% de glucosa. En YPD
con 4%% de glucosa, tambiér FDHS fué la Gnica cepa que continid
creciendc tres 2C horas de incubacién, siendo la concentracidn
final de etanol obtenida similar a la producida a partir de
YPD (30% p/v glucosa), aunque, la tasa de produccidén fué ligeramente
menor. Esto pudc deberse zl efecto sinergistico producido por
altas concentraciones de sustrato y etanol sokre la cepa fermentante

cuyos efectos inhibitorios scn bien conocidos £g).
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Figura 6.5. Crecimiento (M, consumc de glucosa (@), y produccidén de
etanol (A)de la cepa vinica ACA% (C, F), la cepa vinica IFI256 (B, E),
y el hibrido FDHS (A, D), cultivados en YPD (30% p/v glucosa) (D, E, F)
e YPD (45% p/v glucosa) (A, B, C).
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DISCUSION GENERAL

Las levaduras vinicas son cepass que han estado sometidas

a un procesc continuc de selecciédn durante cientos de afios (71),

y en el que la alta concentracidn de etancl alcanzada durante
la vinificacidén ha ejercidc una presidén selectiva impcrtante.
Posiblemente pcr ello, estas cepas fueron peor térnino medio
més resistentes a los efectos que sobre el crecimiento (capitulo
3), la supervivencia y la mutagenicidad (capitulo 4) ejerce
el etanol.

La resistencia al efecto mutagénicc del etanol (bzja frecuen-
cia de mutantes '"petite") de las cepas vinicas posiblemente
sea un factor determinante de su ccmportamiento en etanol. Este
caracter, heredable extranuclearmente, genera una estabilidad
respiratoria en condiciones extremas de etanrol y temperatura,
que posiblemente sea 1la responsable de la mayor supervivencia
que presentan dichkas cepas vinicas en estas ccndiciones, caracteris-
tica esta Gltima que es tambiér heredable extranuclearmente.(capitu-
lo 4).

La capacidad respiratoria es esencial para sobrevivir
en ccndiciones de vinificacidén cor un alto contenido alcochélico.
De hecho, el poder acceder a la superficie del medio Qe fermentacidn
en la fase final de la produccién de vincs, cor: concentraciones
de etanol superiores a 15%,;es imprescindible para mantener crecimien
to y fermentacién en el cultivo (70). Las 1levaduras de flor,
responsables de esta. Gltima fase  del proceso de vinificacién
en los vinos de Jerez (70), consiguen acceder a la superficie
del liquido de fermentacidén gracias a su capacidad para formar
velo (7Y). La consecuencia de la permanencia de 1las levaduras
en la superficie del 1ligquido de fermentacidr es un aumento de
la respiracién y el metabolismo oxidetivo y un incremento de

la tolerancia de las cepas a etanol (2,7).
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Sorprendentemerte, los mutantes , "petite" ( [jrho;I ) de
las cepas de flor, son incapzces de formar velo (capitulos 3
y 4). De este resultado se deduce que la resistencia al efecto
mutagénico del etanol que presentan 1las cepas vinicas (baja
frecuencia de mutantes 'petite") confiere a éstas nc sbélo une
meyor capacidad respiratoria en presencia de etanol, puesto
que siguerr manteniendo mitoccndrias funcionales, sinc ademas
-la propiedad adicional de formar velo y por lo tanto pcder permane-
cer en la superficie del medio fermentante con las ventajas
que ello supone de una mayor oxigenacién, una mayor tasa de
metabolismo respiratorio y una supervivencia tamtién mas alta.

La capacidad respiratoria por 1lo tanto, es esencial para
la supervivencia en condiciones extremas de etanol y temperatura.

De hecho, 1la incapacidad respiratoria de Zymomonas mobilis ha

sido considerada ccmo el factor determinante de la fuerte inhibicidn
que ejercen ccncentraciones superiores a 8% de etarol sobre
esta bacteria (39.

La impcrtancia que tiene 1la supervivencia en la fermentacidn
réalizada cen células inmovilizadas ¢ fecicladas, en condiciones
industriales ccn altas concentraciones de etanol, donde el crecimien
to es cero, y el hecho de que la supervivencia en altas concentracio
nes de etancl tenga su base en el genomio mitocondrial, hace
Que en la mejore genética de cepas parz la produccién de etanol
haya que considerar 1la seleccién de genomios mitocendriales
apropiadcs como factor fundamertal psra que la mejora surta
efecto.

Los genes mucleares determinan la capacidad de crecer
y de fermentar en condiciones menos extremas de etancl y temperatura
(capitulo 3). Sin embargc, los genes que limitan el crecimiento
son muchos y distintos en distintas cepas y a distintas cencentracio
nes de etanol (capitulo 3). E1l alto nOmero de genes implicados
en la tolerancia, dificulta en principio el poder localizar

fisioldégicamente wuna funcién concreta que sea la responsable
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de la inhibicién del crecimiento. No c¢bestante, la relacidn existente
entre la tolerancia del crecimiento a etanol y 1la capeacidad
del etanol de alterar la membrara celular (capitulo 5) sugiere
que &l menos algunas de estas funciones ecstadn localizadas en
la membrana plasmitica. Aunque la composicidn lipidica es importarte
en la determinacidén de 1la tolerancia de las membranas a etanol,
nc es descartable que el componente proteice tenga también un
papel importante en la determinacién de dicha tolerarcia (cepitulo
5).

El nOmero de genes que determinan funciones
cuya inhibicidn da como resultado sensibilidad a etanol es encrmemen
te alto. De hecho, este namero es probablemerte mayor que el
nimero de genes capzces de determinar auxotrofias en las células.
Este razonamiento se basa en el hechc de que, si las cepas vinicas
analizadas han acumulado mutaciones aleatofias, la protatilidad
de que estas mutaciones zfecten a genes implicados en la tolerancia
2l etanol es mucho mayor que la prcbabilidad de afectar a genes
implicados en deficiencias nutricionales. 'En todos los casos
estudiados, las cepas que se analizaron presentaron segregacién
para la tolerancia al etanol. Sin embargo, sb6lo 1las cepas de
flor presentaron heterocigosis para un gen de auxotrofia.

Aungue cualquier gen podria er principio mutar & una forma
alélica mas sensible a etanol(3)los resultados obtenidos sugierer
que al menos algunas de las funciones de estcs genes estéan localiza-
das 'en la membrana plasmatica y codificadas pcr genes nucleares.
Estos genes nucleares son los que, esencialmente, determinan
la tolerancia del crecimiento a etancl en concentraciones bajas
de este compuesto. Otras funciones, algunas de ellas localizadas
en la membtrana mitocondrial, estan ccdificadas por genes mitocondria
les, estadn probablemente relacionadas' con la estabilidad del
ADN mitocondrial y son las responsables de la supervivencia

de las células en condiciones extremas de etanol y temperatura.
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Los experimentos de complementacidén realizadcs con cegas
vinicas y cepas genéticas y el andlisis de las meiosis de estas
cepas permiten sugerir que la diferencia en toleranciaa etanol
entre esporas vinicasAy cepes de laboratorio estd determinada por un nimero relativamente
pequefio de genes, aungue el nimerc de genes debe aumentar notsblemente para llegar a
niveles de tolerancia camo los obtenidos en wn hibrido. Estos genes determinantes de la
tolerancia son distintos en-las distintas cepas. De aqui que la hibridacién entre cepas
no consgnguineas diera cang resultado una mejora noteble de la tolerancia a etanol
al complementar las funciones de los distintos geres implicados
en 1la tolerancia. La hibridacién de cepes nro consanguineas
debe ser el mejor métodc practico para generar nuevas . cepas
mis tolerantes a etanol que los respectivos parentales. La seleccidn
en ccnciciones apropiadas de cultivo continuo, ccn un amplio
\espectro de concentraciones de etanol durante €l proceso de
seleccidn, . ha permitidb la obtencidén de hibridos capaces de
crecer a concentraciones de etarol superiores a 15%, 1-2% de
etanol por encima de la concertracién que tolera el crecimiento
de <cualquiera de las cepas vinicas. Estos hibrides 1llegan a
producir por fermentacién de gluccsa la misma concentracidn
final de etanol que tolera el crecimiento en 1los experimentos
de seleccidn.

Aunque existen otrcs organismos capaces de crecer a concentra-

ciones superiores de etanol (38), las levaduras como Saccharomyces

cerevisiaef especies afines pcsiblemente tengen un limite bioldgico
en cuanto a la ccncentracidn de etancl que pueden tolerar que
rno debe estar muy lejos de las concentraciones que toleran los
hibridos seleccionados. Cualquier mejora adicional probablemente
requiere NUMETro0sos ciclos de mutaciér-hibridacidn-seleccidn,
Esto, unido al efecto generalizadc que ejerce el etarol scbre
las levaduras,sugiere que la obtencién de cepas mucho mas tolerantes

a etanol que las ya seleccionadas es un hecho altamente imgprcbable.
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APENDICE I

.

CEPAS

Las cepas utilizadas en este trabajo aparecen descritas en
la Tabla I. La nomenclatura empleada para la designacidén de genotipos
se basa en las recomendaciones elaboradas en la "IV International
Conference on Yeast Genetics", recogidas en el Yeast Genetics
Supplement (Microbial Genetics Bulletin n? 31, 1969). Los genes
se designan con tres letras que hacen referencia a la actividad
fisiolégica que determinan, seguidas de un namero. Lbs alelos se
designan con otro nGmerc separado del anterior por un guidn. Los
alelos cuyo fenotipo sea dominante se escriben con mayGsculas; los
recesivos con minadsculas. En este trabajo se utilizan las designacio-
nes genéticas siguientes:

ADE HIS URA LYS LEU MET: son genes implicados en las rutas biosintéti-

cas de los aminoidcidos y bases a los que. corresponde cada abreviatura.
Las mutaciones en estos genes producen auxotrofia para ese aminoacido

o base.

MAL GAL SUC: son genes implicados en la fermentacidn de maltosa,

galactosa y sacarosa, respectivamente.

MATK y MATa: son alelos del gen MAT y determinan el sexo

CUP: es un gen que determina resistencia al cobre

KAR: son genes relacionados con la cariogamia. Las mutaciones en
estos genes impiden la fusidn nuclear tras la conjugacidn

NYS CYH CAN ETH: son genes relacionados con la resistencia a nistatina

cicloheximida, canavanina y etionina respectivamente.
[359%]: son mutaciones en el ADN mitocondrial que hacen a las células
que las llevan defectuosas en la respiracidn.

Los signos adicionales que aparecen como superindices en los
fenotipos son: + para los fenotipos silvestres; - para los fenotipos
mutantes; R resistencia a un inhibidor; S sensibilidad a un inhibidor.

Todas las cepas descritas en esta Tabla son [}ho;] excepto
donde se especifica, que son L}ho{].

HO v ho son alelos del gen HO, determinante del homotalismo.



Tabla I. Relacién de cepas utilizadas en este trabajo

Denominacidn Especie(l) Genotipo Origen

ACA4 Torulaspora delbrueckii MAToc/MATa HO/HO ACA

ACA21 Saccharomyces sp. MATo¢/MATa HO/HO suc/suc ACA

ACA167 Saccharomyces cerevisiae ND ACA

ACAL74 Saccharomyces cerevisiae MATs¢/MATa HO/HO ACA

ACA346 Saccharomyces cerevisiae ND ACA

IF182 Saccharomyces cerevisiae MATo/MATa HO/HO suc/suc VA

IF1256 Saccharomyces cerevisiae MATa/MATa HO/HO VA

FJF206 Torulaspora delbrueckii  MAToe/MATa ho/ho MET/met JC

FJFL14 Torulaspora pretoriensis MATx/MATa ho/ho MET/met Je

FSP414 Torulaspora pretoriensis ND Este trabajo
(Esporas de FJF414)

FSP414/1 " " ND Este trabajo
(Espora de FJF414)

FSP414/2 " " ND n

FSP414/3 n " ND n

FSP414/4 " " ND "

FSPL14/5 " " ND "

FSP414 /6 " n MATY "

FSP414/7 n n ND "

FSP206/1 Torulaspora delbrueckii  ND Este trabajo
(Espora de FJF206)

D517-4B Saccharomyces cerevisiae MATa ade2 lys9 JC

D517-4BC Saccharomyces cerevisiae MATa ade2 lys9 cth Este trabajo
(Mutante CyhR de D517-48)

D273-11A Saccharomyces cerevisiae MATy adel hisl Je

X30-3C Saccharomyces cerevisiae MAT¢ ade2-1 hisi- AlS ILC

FDH1 Hibride Sacch. cerevisiae/

T. pretoriensis ND Este trabajo

(Diploide entre FSP414/6
y D517-48)

FXH1 Hibrido Sacch. cerevisiae/

T. pretoriensis

ND

Este trabajo
(Diploide entre FSP414/6
y X30-3C)
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Tabla 1. (Continuacién)

. < ! . .
Denominacidn  Especie Genotipo Origen
FDHS Hibrido Sacch. cerevisiae/ ND Este trabajo
T. delbrueckii § T. pretoriensis {Diploide entre

D517-4B y una espo-
ra de FJF206 & FJF&414)

MMY1 Saccharomyces cerevisiae MATy ura3- A52 cth RB
ABQ21 Saccharomyces cerevisiae MATx hisk- A15 ade2-1
canR nysR karl-2 JP
ABQ21 Eho% Saccharomyces cerevisiae MATe hisk- A15 ade2-1  Este trabajo
canR nysR kari-2 [rho—} (Mutante E‘ho:& de
ABQ21)
ABQ21-H1 Heteroplasmonte MATx hisk- Al5 ade2-1 Este trabajo
Sacch. cerevisiae/ canR nysR karl-2 (Heteropl. nicleo ABQ21
Sacch. sp. [Ehoql/ citopl. ACA21)
ABQ21-N Heteroplasmonte MATo hisk- A15 ade2-1 Este trabajo
Sacch. cerevisiae/ can® nys® karl-2 {Heteropl. ndcleo ABQ21
Sacch. cerevisiae [rho-{ /citopl. ABQ21)
ES6 Saccharomyces cerevisiae MATa leu2-1 ethf JP
ES6 [Ehoq Saccharomyces cerevisiae MATa leu2-1 ethf [rho— Este trabajo
(Mutante G‘ho?f de £S6)
ES6-H Heteropl.Sacch.cerevisiae/ MATa leu2-1 ethR Este trabajo
Sacch. cerevisiae (Heteropl. nlcleo ESB
[rho-{ /citopl. ABQ21)
KS5-5A " Saccharomyces cerevisae MAT¢ hisk- A15 ade2-1 JC
canl karl-1
DsS8 Saccharomyces cerevisiae MATec/MATa mal/mal gal2/gal2
suc2/suc2 cupt/cupl AAL
RBY-D5A Saccharomyces cerevisiae MAT/MATa RB
(1)

"The Yeast, A Taxonomic Study". N.I.W.Kreger-van Rij (Ed.), 32 edicién, 1984.

ACA = Alberto Casas Asin, Departamento de Microbiologia, Facultad de Biologia,
Universidad de Sevilla.

VA Victor Arroyo, Instituto de Fermentaciones Industriales, Madrid.

JC = Jaime Conde, La Cruz del Campo, S.A., Sevilla.

CILC = Isabel Lépez Calderén, Departamento de Genética, Facultad de Biologia,
Universidad de Sevilla.



AAL

RB
JP

Andrés Aguilera Ldpez, Departamento de Genética, Facultad de Biologia,
Universidad de Sevilla.

Richard Bailey, Solar Energy Research Institute, Golden, CO E.E.U.U.

Julio Polaina, Departamento de Genética, Fatultad de Biologia,
Universidad de Sevilla.
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APENDICE II

MEDIOS DE CULTIVO

El cultivo y mantenimiento de las cepas se realizé en los medios

siguientes:

Medios liquidos:

Medio nutritivo (YPD): Extracto de levadura (Difco), 1%; peptona,
2% y glucosa, 2% (Sherman et al. 1979). La glucosa se esterilizd

por separado.

Medio nutritivo comn etanol (YPDE): Extracto de levadura (Difco),
2%; peptona, 4% y glucosa, 4%. Este medio se diluyé al 50% con una
solucién de etanol en agua en la cual la concentracién de etanol

era el doble de la concentracidén final en el medio.

Medio nutritivo con maltosa (YPM): Extracto de levadura ({(Difco),

1%; peptona, 2% y maltosa, 1.5%.

Medio nutritivo con glucosa y glicerol (YPDG): Extracto de levadura

(Difco), 1%; peptona, 2%; glucosa, 0.1% y glicerol, 3%.

Medio de respiracién (YPG): Extracto de levadura (Difco) 1%; peptona,

2% y glicerol, 3%.

Medio minimo (YNBD): "Yeast Nitrogen Base" sin aminoadcidos (Difco),

0.67%; glucosa, 2%. La glucosa se esterilizd por separado.

Medio minimo con etanol (YNBDE): '"Yeast Nitrogen Base'" sin aminoécidos
(Difco), 1.34%; glucosa, 4%. El medio se diluyé al 50% con una solu-
cién de etanol en agua en la cual la concentracién de etanol era

el doble de la concentracidén final en el medio.

Medio m inimo con fuente de carbono limitante (YNB): "Yeast Nitrogen

Base" sin aminodcidos (Difco), 0.67%.
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Medio minimo con fuentes de carbono y de nitrdgemo limitantes (YB):
"Yeast Nitrogen Base'" sin aminodcidos ni sulfato ambnico (Difco),

0.17%; sulfato de amonio, 0.1%.

Medios sdlidos:

Medio nutritivo (YPD): Igual que el descrito en el apartado anterior,

suplementado con 2% de agar.

Medio minimo (YNBD): Igual al descrito en el apartado anterior més
2% de agar. En los casos necesarios se suplementd con aminodcidos
y bases a las concentraciones indicadas por Sherman et al. (1979),
con nistatina a concentraciones de 2 yg/ml, canavanina a una concentra

cién de 60 yg/ml, etionina a 1 mM y cicloheximida a BO‘yg/ml.

Medio nutritivo con etanol (YPDE): Al medio nutritivo YPD enfriado
al méximo antes de la gelificacién (unos 452C) se afiadié el etanol
en la cantidad indicada en cada caso. Las cajas se conservaron a

49C en atmbésfera de etanol,

Medio minimo con etanol (YNBDE): Como el descrito anteriormente

para el medio nutritivo, pero utilizando el medio YNBD ya descrito.

Medio de respiracién (YPG): Extracto de levadura (Difco), 1%; peptona,

2%; agar, 2%; glicerol, 2%.

Medio de esporulacién (SPO): Extracto de levadura, 0.1%; acetato

potésico, 1%; glucosa, 0.05%, agar 2%.
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APENDICE III

PRODUCTOS QIMICOS

Los productos quimicos utilizados en este trabajo y su proceden

cia fueron los siguientes:

biotina, cicloheximida, aminoacidos (metionina, histidina
etc.), canavanina, nistatina, etionina, bromuro de etidio,
invertasa, casaminoacidos y deshidrogenasa del alcohol,

Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri, E.E.U.U.

helicasa (Suc d'Helix pomatia), L' 1Industrie Biologique

Frangaise, Clichy, Francia.

etanol, tolueno, ter-butanol, SDS (dodecil sulfato sédico),

e isopropanol, E. Merck AG, Darmstadt, Alemania.

sacarosa, glucosa, maltosa, fosfato diamdnico, Panreac,

S.A. Barcelona.

Yeast Nitrogen Base y Yeast Extract, Difco Laboratories,

Detroit, Michigan, E.E.U.U.
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