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INTRODUCCION.

1. EL AROMA DEL VINO.

El aroma es una de las propiedades mas importantes en la calidad de
un vino. En su sentido mas amplio, Robinson (1994), lo define como
“un conjunto de impresiones sensoriales tales como olor, sabor,...,
incorporando aspectos de textura, acidez, intensidad alcohdlica,
astringencia, dulzura, amargura, etc...”. Sin embargo, podriamos
decir que el aroma hace referencia a la fragancia del vino en si misma
diferenciandose entre aroma y “bouquet”. El aroma se asocia
exclusivamente con el olor, formado por sustancias de naturaleza
voléatil sintetizadas durante la fermentaciéon y el “bouquet” como la
representaciéon figurativa del aroma formado por sustancias
aromaticas mas complejas, derivadas de la maduracién durante los
procesos de crianza y envejecimiento del vino.

Al igual que en otros muchos alimentos, el aroma de un vino esta
determinado por varios cientos de compuestos volatiles de diversa
naturaleza quimica. Entre ellos se han caracterizado alcoholes,
ésteres, aldehidos, cetonas e hidrocarburos, todos ellos a
concentraciones muy bajas y con umbrales de deteccion que varian
entre 10* y 10" g/L (Guadagni et al., 1963). La concentracién de estos
compuestos en el producto final depende de factores asociados al
cultivo de la uva tales como el clima, el suelo, el riego y el momento
de la vendimia, asi como de las numerosas variables del proceso de
fermentacion (pH, temperatura, nutrientes y microflora) y de las
operaciones que integran la elaboracion del vino como los procesos
de filtracién o clarificacion entre otros. El aroma final derivara del
balance y de la interaccion de todos estos compuestos.

En términos enolégicos y atendiendo al origen de los compuestos que
lo constituyen, el perfil aromatico de un vino se clasifica en tres
categorias denominadas, aroma primario, secundario y terciario
(Schreier, 1979; Boulton et al., 1995; Rapp, 1998).

El aroma primario se divide a su vez en aroma varietal y aroma
prefermentativo. El aroma varietal se compone de aquellas
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INTRODUCCION

sustancias que proceden directamente de la variedad de uva
utilizada. El aroma prefermentativo estd constituido por compuestos
que se generan en el transcurso de la manipulacién, preparacion,
extraccion y acondicionamiento del mosto en la bodega.

Durante la tltima etapa de la maduracién de la uva los aromas se
acumulan en la piel y en la pulpa de la baya. Por tanto, dependiendo
de la variedad de uva utilizada como materia prima para la
elaboraciéon del mosto, y también de las condiciones geograficas y
climatolégicas donde se haya cultivado la vid, las caracteristicas del
aroma y su intensidad pueden variar. Los compuestos volatiles que
contribuyen al aroma de la uva son principalmente ésteres del acido
acético y monoterpenos tales como linalol, geraniol, nerol, citronerol,
a-terpineol y hotrienol (Rapp y Mandery, 1986). Otros grupos de
compuestos aromaticos volétiles que influyen de manera
determinante en el aroma del mosto son los aldehidos como el trans-
2-hexanal y el n-hexanal, las cetonas, como por ejemplo, 2- y 3-n-
alcanonas, y los alcoholes compuestos de n-alcoholes entre 4 y 11
atomos de carbono, alcoholes insaturados y ramificados de cadena
corta y alcoholes aromaticos como el alcohol bencilico. En general
estos compuestos se forman durante los procesos de elaboracién y
fabricacion del mosto, por tanto se incluirfan en la clasificaciéon de
aroma prefermentativo (Stevens et al., 1967; Ramshaw y Hardy, 1969;
Schreier, 1979).

Por otro lado, cabe sefialar también que se ha descrito la existencia en
uva de una gran cantidad de compuestos aromaéticos en forma
glicosilada no volatil (Winterhalter et al., 1990). Dentro de este grupo
cabe destacar como mas abundantes los terpenos y los monoterpenos.
El complejo terpeno-azicar esta formado por un disacarido del que
siempre forma parte una molécula de glucosa. El enlace de union se
establece entre la molécula de glucosa y el monoterpeno. Los
monoterpenos mas comunes y destacables, que forman parte de estos
complejos son geraniol, nerol y linalol (Gunata et al., 1985).
Generalmente, durante el proceso de maduraciéon de la uva, los
terpenos glicosilados son transportados desde la piel del grano de
uva a la pulpa y pueden ser liberados de los residuos de aztcar por
hidrélisis enzimética o quimica a lo largo de los procesos
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INTRODUCCION

prefermentativos y fermentativos, contribuyendo a incrementar el
aroma del vino (Pérez-Gonzdlez et al., 1993; Benitez et al., 1996;
Sanchez-Torres et al., 1996 y 1998).

El aroma secundario o fermentativo, es el que se atribuye a los
compuestos generados por el metabolismo de las levaduras,
mayoritariamente las pertenecientes a la especie Saccharomyces
cerevisiae, ya que es la levadura que finalmente se impone durante el
proceso de fermentacion alcohdlica. También contribuyen en menor
grado aquellos compuestos sintetizados por distintas especies de
bacterias acido lacticas durante el proceso de fermentacion
malolactica y las levaduras oxidativas y apiculadas presentes durante
los primeros dias de fermentacion.

En un proceso de fermentacién alcohélica modelo con la levadura S.
cerevisiae, a una concentracion inicial de aztcares reductores del 20%
(p/v), el 95% de aztcar reductor se convierte en etanol y diéxido de
carbono. Un 1% es utilizado por la célula para generar su propio
material celular y el 4% restante se convierte en otros productos
finales, generalmente compuestos de naturaleza volatil (Lambrechts y
Pretorius, 2000). Dentro de este grupo se incluyen dos tipos de
compuestos relevantes, los alcoholes y los ésteres (Mountounet, 1969;
Rapp y Mandery, 1986).

Los alcoholes cuantitativamente mayoritarios procedentes del
metabolismo de la levadura son el etanol y el glicerol, seguidos por
los dioles y los alcoholes superiores alifaticos (1-propanol, 2-metil-1-
propanol, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol) y aromaticos (2-
feniletanol). Estos tltimos se encuentran presentes en un rango de
concentracion entre 100 y 500 mg/L (Lambrechts y Pertorius, 2000).

Por lo que se refiere a los ésteres, su produccién transcurre en
paralelo a la formaciéon del etanol. Aunque se producen en pequefias
cantidades son los compuestos que determinan en mayor intensidad
el aroma secundario del vino. El éster mayoritario en vinos es el
acetato de etilo y tiene connotaciones arométicas no deseables
(Lambrechts y Pretorius, 2000), pero también se forman otros ésteres
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INTRODUCCION

de alcoholes superiores (acetato de isobutilo, de isoamilo, de 2-
feniletilo) y de &cidos grasos de cadena corta (caproato de etilo,
caprilato de etilo) conocidos como “ésteres afrutados” que son
responsables del aroma frutal y floral de los vinos (Ferreira et al.,
1995). Para el caso del acetato de isoamilo se ha llegado a describir
que la odorosidad de determinados vinos conocida como caracter
“duco” (Van Wyk et al., 1979) depende directamente de la cantidad
de este compuesto. Por tanto, la presencia de acetato de isoamilo y
también la de acetato de 2-feniletilo en el mosto fermentado se
considera una cualidad positiva que inspira fragancias afrutadas y
por consiguiente, realza la calidad del producto.

Ademas de estos compuestos, las levaduras sintetizan también otros
compuestos aromdticos minoritarios que incluyen: i) aldehidos
producidos por la oxidaciéon de los alcoholes (acetaldehido), ii)
cetonas y &cidos organicos cuyo impacto sensorial sobre el aroma del
vino es muy débil (acetona, acetoina, 2, 3-pentadiona y 4cido acético),
iii) fenoles procedentes del metabolismo de la microflora o bien de la
hidrdlisis de polifenoles presentes en la uva (4-vinilfenol, 4-
vinilguiacol), y iv) compuestos orgénicos sulfurados derivados del
metabolismo de aminoacidos azufrados (SH;) (Lambrechts y
Pertorius, 2000).

El aroma terciario o post-fermentativo, aparece como consecuencia de
una serie de reacciones enzimadticas y/o fisico-quimicas que tienen
lugar en el proceso de envejecimiento y crianza del vino. Por tanto,
dependera de las condiciones en las que se lleve a cabo dicho proceso.
Segin el tipo de envejecimiento se distinguen dos tipos de
“bouquet”. El “bouquet”de oxidacién, cuando el proceso tiene lugar
en barrica de madera o el “bouquet” de reducciéon formado durante el
envejecimiento en botella.

El “bouquet” de oxidacion es el que deriva de la sintesis de
acetaldehidos y/o acetales y también de la extraccién de una serie de
compuestos procedentes de la madera, asi como de la difusién del
oxigeno a través de los poros de la misma. La interaccién con los
productos propios del vino permite el enriquecimiento del aroma que
da origen al “bouquet”. Ejemplos de este tipo de compuestos son los
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compuestos fendlicos que provienen de la degradacién de la lignina
de la madera, o lactonas como la 3-metil-y-octalactona (Masuda y
Nishimura, 1971).

El “bouquet” de reduccion, caracteristico del envejecimiento en
botella, estd determinado por la interacciéon entre los compuestos
propios del vino sintetizados durante la fermentacién vinica. Dentro
de este grupo hay que destacar los residuos de carbohidratos como el
furfural (Rapp y Mandery, 1986) y los derivados de los precursores
norisoprenoides como el vitispirano (Simpson y Miller, 1983). En
estrecha relaciéon con la obtencién de un “bouquet” maduro se
encuentran los compuestos azufrados reducidos como el sulfuroso de
dietilo (Marais et al., 1979). Respecto a los ésteres de acetato presentes
en el mosto fermentado, a excepcién del acetato de etilo, del succinato
de dimetilo y de los ésteres etilicos de caproato y caprilato, la
concentracion del resto disminuye durante el envejecimiento.
Consecuentemente, habra una pérdida del caracter afrutado y de la
sensacion de frescura del vino joven. Por lo que se refiere a los
alcoholes superiores, su concentracion durante esta etapa disminuye
0 permanece practicamente constante (Simpson, 1979; Marais y Pool,
1980). Por dltimo hay que destacar que la concentraciéon de los
alcoholes monoterpénicos del vino procedentes de la uva, como el
linalol, geraniol y citronelol, disminuyen a la vez que aumenta la del
6xido de nerol, hotrienol, hidroxilinalol e hidroxicitronelol (Rapp y
Mandery, 1986).

Pese a la complejidad de esta clasificacion, el aroma genérico de
fondo, se atribuye mayoritariamente, a compuestos aromaéticos
sintetizados por la levadura vinica S. cerevisize a lo largo de la
fermentacion alcohdlica (Mauricio et al., 1993; Lilly et al., 2000), es
decir, al aroma secundario. Los metabolitos secundarios maéas
relevantes en el aroma genérico de fondo son los ésteres volatiles con
fragancias arométicas y sus correspondientes precursores alcohdlicos.
En términos generales, se considera que su contribucién esta
intimamente relacionada con la percepcion de la calidad del vino
(Lambrechts y Pretorius, 2000; Pisarnitskii, 2001; Verstrepen et al.,
2003b y 2003c).
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2. CALIDAD E INTENSIDAD AROMATICA. ALCOHOLES
Y ESTERES AROMATICOS COMO INTERMEDIARIOS
METABOLICOS RELEVANTES.

Los alcoholes superiores se incluyen dentro del grupo de compuestos
aromaticos sintetizados durante la fermentacion alcoholica por la
levadura S. cerevisiae. El término alcohol superior hace referencia a
aquellos alcoholes que poseen mas de dos &tomos de carbono, y
poseen un peso molecular y un punto de ebullicién superior al del
etanol (Lambrechts y Pretorius, 2000). Se caracterizan por su
penetrante olor y, consecuentemente, pueden tener un significativo
efecto en el sabor y odorosidad de los vinos y bebidas alcohdlicas.
Generalmente se producen en cantidades elevadas, del orden de 100 a
400 mg/L, y cuando sus concentraciones exceden este intervalo
originan un efecto negativo en la percepcion sensorial del producto
(Rapp y Mandery, 1986). Los alcoholes superiores se clasifican en
alcoholes alifaticos y aromaéticos. Los alcoholes alifdticos incluyen
propanol, isobutanol, hexanol e isoamil alcohol, siendo éste Gltimo el
mas significativo cuantitativa y cualitativamente. Los alcoholes
aromaticos incluyen el tirosol, el triptofol y el 2-feniletanol (Tabla 1).
Independientemente de la influencia que puedan ejercer por si
mismos sobre las propiedades organolépticas del vino, la importancia
enoldgica de los alcoholes superiores radica en ser los compuestos
precursores de los ésteres de acetato (Soles et al.,1982).

2 UMBRAL DE
ALCOHOL " 1 | CONCENTRACION p
SUPERIOR A AMINOACIDOS EN VINO (mg/L) DETECCION | AROMA
(mg/L)
Treonina/&cido 2- 500%* .
Propanol amino-butirico 9-68 300** Disolvente
. 500*
Isobutanol Valina 9-28 200 Alcohol
A.Icohgl Isoleucina 15-150 65** Mazapan
amil activo

16




INTRODUCCION

Alcohol
Isoamilico

300*

70%* Mazapan

Leucina 45 - 490

2-Feniletanol

Fenilalanina 10 - 180 125%* Floral, rosas

Tabla 1: Algunos alcoholes superiores producidos por la levadura durante los
procesos de fermentacién alcohoélica (Lambrechts y Pretorius, 2000). (*) En vino;
(**) En cerveza.

1: Indica el aa del cual deriva el correspondiente alcohol superior.

Los ésteres son compuestos volatiles con fragancias aromaticas
agradables (Tabla 2) que se producen durante el proceso de
fermentacion de las bebidas alcohélicas. En general se generan en
pequenas cantidades y, aunque en el transcurso de la fermentaciéon
pueden formase muchos tipos de ésteres, los mas importantes son: i)
ésteres polares (2-etilhidroxipropionato, succinato de dietilo, etil-4-
hidroxibutanoato, malato de dietilo o isopentil-2-hidropropionato),
usualmente responsables de la textura, densidad y espesor, por lo
que dan al vino cuerpo y consistencia, ii) los ésteres apolares donde
se incluyen los ésteres de acetato de alcoholes superiores (acetato de
etilo, acetato de isoamilo, acetato de isobutilo, acetato de 2-feniletilo)
y los ésteres de etilo de acidos grasos saturados (butanoato de etilo,
octanoato de etilo, también llamado caproato de etilo, hexanoato de
etilo denominado caprilato de etilo, o propanoato de etilo) (Baumes
et al., 1986). Dentro de este ultimo grupo, los ésteres de acetato de
alcoholes superiores se asocian al aroma frutal, floral y fresco de los
vinos jovenes contribuyendo ademas a modular su calidad aromatica.
Asi por ejemplo, en vinos blancos la presencia de una mezcla de estos
compuestos contribuye a proporcionar una percepcién afrutada,
mientras que en vinos tintos contribuyen a modular su calidad
aromatica (Ferreira ef al., 1995).

Indistintamente, ambos grupos de ésteres se caracterizan por su
naturaleza volatil, por ser compuestos derivados del metabolismo
secundario de la levadura, por tener un rango de concentracién, en la
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mayoria de los casos muy bajo y, sobre todo, porque su contribucién
al aroma individual tiene un efecto sinérgico. Raramente una
propiedad aromaética particular se asocia con un éster concreto (Van
Rooyen et al., 1982). En la Tabla 2 se muestran algunos de estos
compuestos junto a su concentraciéon, su umbral de deteccién y su
aroma caracteristico. Por tanto, el perfil aromatico de un producto tan
complejo como el vino no es atribuible a un solo compuesto de
impacto sino que es el resultado de la combinacién proporcional
entre los distintos compuestos en conjuncién con su adecuada
interacciéon. Dicha combinacién e interaccion seran las que finalmente
determinaran la calidad e intensidad aromatica del producto (Noble,
1994; Cole y Noble, 1995; Lambrechts y Pretorius 2000).

P UMBRAL DE
ESTER Cgﬁ%}iggﬁﬁggl\l DETECCION AROMA
(mg/L)
Acetato de etilo 10 - 100 15-20 Barniz, disolvente
Acetato de 2- Rosa, miel,
feniletilo 001-45 001-80 afrutado y floral
Acetat(? de 0,03-8,1 0,26 Platano, pera
isoamilo
Acetato de 0,01-0,8 1.6 Platano
isobutilo (cerveza)
Acetato de hexilo 0-438 0,67-24 Manzana madura
Butan(?ato de 0,01-3 04 Floral, afrutado
etilo (cerveza)
Caprilato de etilo 0,05-3,8 0,258 - 0,58 Pifia, pera
. Manzana,
Caproato de etilo Trazas - 3,4 0,08 , .
platano, violetas
Isovale'rlato de ND - 3,4 0,003 Manzana,
etilo afrutado
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2-metil
butanoato de ND -0,9 0,018 Fresa, pifia
etilo

Tabla 2 Caracteristicas de algunos ésteres sintetizados por la levadura durante
los procesos de fermentacién alcohodlica. (ND: no detectado). Esta tabla se ha
construido a partir de los datos de Salo, (1970a y 1970b); Peddie, (1990); Riensen
(1992); Boulton et al., (1995); Ferreira et al, (2000) y Lambrechts y Pretorius,
(2000).

Por otro lado son muchos los factores que pueden afectar a la
produccion de ésteres aromaticos durante la fermentacion alcohdlica.
Cabe destacar el grado de madurez y el contenido en aztcar de la uva
(Houtman et al., 1980a y 1980b), la cepa de levadura utilizada, la
temperatura del proceso fermentativo (Piendl y Geiger, 1980), las
posteriores fermentaciones alcohdlicas o malolécticas, el método de
vinificacion empleado (Herraiz y Ough 1993; Gémez et al., 1994) o la
presencia de materiales insolubles en el mosto (Edwards et al., 1985).
También influyen factores posteriores al proceso fermentativo como
el tiempo que transcurre en el proceso de envejecimiento, la
temperatura o el tipo de almacenamiento (Marais y Pool, 1980;
Ramey y Ough, 1980).

En resumen, la concentracién final de un éster aromaético en el vino,
dependera tanto de su formacion y degradacion durante las etapas de
fermentacién y envejecimiento, como de su distribucién entre el vino
y lalevadura (Houtman et al., 1980a y 1980b; Marais y Pool, 1980).
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3. METABOLISMO DE COMPUESTOS AROMATICOS,
ALCOHOLES Y ESTERES. MECANISMOS
BIOQUIMICOS EN Saccharomyces cerevisiae.

Como se ha comentado anteriormente, durante la fermentacién
alcohélica los aztcares reductores presentes en el mosto son
utilizados por la levadura vinica para producir etanol, diéxido de
carbono y, en paralelo, toda una serie de compuestos secundarios
volétiles que son capaces de difundir la membrana celular y de
constituir el perfil aromatico de las bebidas alcohdlicas.

Azicares
reductores: Glucosa HS

Acetaldehido

Acetaldehido <¢— Piruvato ——p» Acetolactato —Pp» Aminoécidos

Eta1£1 Am’
cetro Cetoacxdos

c\ Alcoholes
grasos superiores

Esteres

Alcoholes
superiores

Acidos grasos

Esteres

F1'gura I: Esquema de las rutas metabdlicas implicadas en los procesos de sintesis de
compuestos aromaticos (adaptado de Pretorius, 2000).
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De entre estos compuestos, los mas importantes son los ésteres, los
alcoholes superiores y los acidos grasos (Pretorius, 2000; Verstrepen
et al.,, 2003a y 2003c). Todos ellos derivan de rutas biosintéticas y
degradativas de carbohidratos, aminoacidos y de acidos grasos
(Figura 1).

3.1. Mecanismos biosintéticos de alcoholes superiores.

Los alcoholes superiores de interés en el aroma del vino son
producidos por las levaduras durante la fermentacién a partir de la
cadena carbonada de los aminoacidos ramificados como la
fenilalanina, valina, isoleucina y leucina (Tabla 1). Los compuestos
alcohélicos pueden sintetizarse de novo a partir de la fuente de
carbono, a través de la ruta anabdlica del metabolismo de
aminodcidos, o bien pueden generarse a partir de los procesos
catabdlicos del metabolismo de aminodcidos, la denominada ruta de
Ehrlich, que implica la liberacién de amonio mediante un proceso de
desaminacioén oxidativa (Figuras 2 y 3). En ambos casos se obtiene
una molécula de a-cetodcido que es el intermediario comtn donde
convergen las dos rutas metabdlicas. A partir del a-cetoacido la célula
puede generar un aminoédcido, siguiendo wun proceso de
transaminacién, que constituiria el paso final de la ruta anabdlica.
Alternativamente, el a-cetoacido puede ser descarboxilado y
reducido para generar un alcohol superior (Figuras 2 y 3) (Zoecklein
et al., 1995).
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Glucolisis |
Glucosa _s> Piruvato

¢ ILV2

$ ILV5 | RUTA ANABOLICA

ILV3
BAT1/2
Valina H a -cetoisovalerato
LEU4
PDC * \LEUI
>
| LEu2
v BATI1/2
dH 0 -cetoisocaproato (—) LEUCINA LEUCINA
Thi3p "™~
RUTA CATABOLICA
dH
v

ISOBUTANOL ALCOHOL ISOAMILICO

¢AT1:1/2 ¢

Acetato de Acetato de
Isobutilo Isoamilo

IAH1
ISOBUTANOL  ALCOHOL ISOAMILICO

Interior celular

Figura 2: Rutas biosintéticas de los alcoholes superiores isobutanol y alcohol isoamilico y
de sus correspondientes ésteres de acetato a partir de las rutas metabodlicas de los
aminodcidos valina y leucina.
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DESAMINACION DESCARBOXILACION REDUCCION
-NH, -Co, NAD*
COOH COOH
[ [
H—C—NHZZ—b—>H— CzO———pH-C :o7>—> R— CH,OH
[ | |
R H,0 R R NADH+H*
Aminoacido a -cetoacido Aldehido Alcohol
superior
Glucosa
-NI—IS
TRANSAMINACION

Figura 3: Mecanismo general de produccién de alcoholes superiores a partir de
cetoacidos procedentes de la desaminacidén oxidativa de aminodcidos.

Aunque la desaminacién oxidativa es un mecanismo de obtenciéon de
nitrégeno en condiciones limitantes (Vollbrecht y Radler, 1973) y el
proceso de reduccion ayuda a mantener el balance redox intracelular
por reoxidacion del intermediario NADH, no se considera que éstas
sean las razones por las que se generan los alcoholes superiores a
partir de aminoacidos. Hasta el momento se desconoce su auténtica
funcién fisiolégica, no obstante se barajan dos posibilidades. La
primera de ellas postula que estos compuestos acttan como un
sistema simple para detoxificar el medio intracelular de los aldehidos
generados por el catabolismo de aminoéacidos (Figura 3). La segunda
sugiere un mecanismo de regulacién del anabolismo de aminoacidos
(Figuras 2 y 3). La acumulacion de alcoholes superiores indicaria un
bloqueo o una carencia del nitrégeno tutil para la biosintesis de
aminodacidos, por lo que estos compuestos podrian actuar como una
sefial biolégica para modular el metabolismo nitrogenado de las
levaduras (Bisson, 1991; Boulton et al., 1995).
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Cabe sefialar que aunque la obtenciéon de todos los alcoholes
superiores derivados de aminoacidos sigue la misma secuencia de
reacciones bioquimicas de descarboxilacion y reduccion (Figura 3),
existe una baterfa de actividades enziméticas descarboxilasa que
presentan especificidad por distintos a-cetoacidos y, por tanto,

intervienen en la sintesis de distintos alcoholes (Dickinson et al.,
2003).

En S. cerevisiae se han descrito cinco isoenzimas denominadas Pdclp,
Pdc5p, Pdc6p, YDR380w (Arol0p) y YDLO80c (Thi3p) implicadas en
la descarboxilaciéon de los distintos a-cetoacidos. Cada una posee
distintos grados de especificidad por los diferentes sustratos. Los
datos bibliograficos indican que la descarboxilacion del a-
cetoisovalerato genera isobutanol procedente de la ruta metabdlica
del aminodcido valina y estd catalizada por las descarboxilasas
Pdclp, Pdc5p, Pdc6p (Dickinson et al., 1998). La descarboxilacién del
o-ceto-B-metilvalerato, derivado del metabolismo del aminoacido
isoleucina, puede ser catalizada por cualquiera de las cinco
isoenzimas, y produce alcohol amil activo (Dickinson et al., 2000). La
proteina Arol0p es la enzima encargada de descarboxilar el
fenilpiruvato resultante del metabolismo del aminoécido fenilalanina,
para la obtencién de 2-feniletanol (Vuralhan et al., 2003). Finalmente,
el mecanismo de descarboxilaciéon del a-cetoisocaproato resultante
del metabolismo del aminoacido leucina, estd catalizado por la
proteina Thi3p (Dickinson et al., 1997).

Respecto a la reacciéon de reduccién, las investigaciones realizadas
hasta la fecha, sugieren que en principio la presencia de cualquiera de
las seis alcohol deshidrogenasas descritas en S. cerevisize (Adhlp,
Adh2p, Adh3p, Adh4p, Adh5p y Sfalp), es suficiente para catalizar
el paso final en la formacion de los compuestos alcohélicos derivados
de aminoacidos ramificados (Dickinson et al., 2003).
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3.1.1. Dualidad Funcional de la proteina Thi3p.

El gen THI3 fue inicialmente caracterizado como un factor implicado
en la regulacién positiva del transporte y metabolismo de la tiamina
(Nishimura et al., 1992). Sin embargo, estudios posteriores realizados
por Dickinson y colaboradores (1997) demostraron que la ruta
metabolica de sintesis de alcohol isoamilico requiere la
descarboxilacion del intermediario a-cetoisocaproato y, que en
ausencia del gen THI3, la cantidad de alcohol isoamilico sintetizado
in vivo e in vitro disminuia considerablemente. Por otro lado, estudios
previos de alineamiento de secuencias de aminoacidos ponian de
manifiesto que la secuencia de la proteina Thi3p presentaba una
elevada homologia con las enzimas Pdclp, PdcSp y Pdcép,
encontrdndose muy conservada la regiéon de unién a pirofosfato de
tiamina (Hawkins et al., 1989). Por todo ello, la proteina Thi3p, que
presenta un dominio de unién para la tiamina (Dickinson et al., 1997,
2003), se incluye en la familia de las descarboxilasas y es responsable
del 94% de la descarboxilaciéon del a-cetoisocaproato a alcohol
isoamilico (ver Figura 3; Dickinson et al., 2003). Otras descarboxilasas
de a-cetodcidos, como ArolOp (Dickinson et al., 2003) y Pdclp
(Yoshimoto et al., 2001) serian las responsables del porcentaje restante
del proceso de obtencion de alcohol isoamilico.

La presencia de dos dominios protéicos en su estructura molecular
junto con la doble caracterizacién independiente del gen THI3
muestran la dualidad funcional de su producto génico. La proteina
Thi3p es un catalizador de la reaccion de descarboxilacion del a-
cetoisocaproato (Dickinson et al., 1997) y un regulador positivo en el
metabolismo de la tiamina (Nishimura et al., 1992; Hohmann y
Meacock, 1998; Burrows et al., 2000). Hasta el momento se desconoce
la relacion de una funcién con la otra en el metabolismo global de la
levadura y también cudl es la conexién de esta funcionalidad dual
con el estado fisiolégico celular. Se sabe que la actividad
desacarboxilasa es dependiente in vitro de la presencia del cofactor
pirofosfato de tiamina (TPP), al igual que en las descarboxilasas
Pdclp, Pdc5p, Pdc6p y Arol0p (Hohmann y Meacock, 1998,
Dickinson et al., 2003, Vuralhan et al., 2003). En lo concerniente a la
funciéon reguladora, distintos autores han demostrado que, a
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diferencia del resto de descarboxilasas, la unién de TPP a la proteina
Thi3p acttia como un sensor-activador de los niveles intracelulares de
este compuesto en el metabolismo de la tiamina junto con las
proteinas Thi2p y Pdc2p. La levadura S. cerevisize dispone de un
sistema de biosintesis de TPP endégeno y un sistema de transporte
activo. Ambos procesos estdn sujetos a un fuerte control de
regulaciéon por el que en presencia de tiamina exdgena los genes
implicados en la sintesis de novo estan reprimidos, mientras que los
genes que contribuyen al transporte se activan (Burrows et al., 2000).
Al contrario, cuando las células estan saturadas de TPP se detiene el
transporte y se reprimen la expresion de los genes implicados en los
mecanismos de sintesis y de transporte de dicho cofactor
(Schweingruber et al., 1986; Nosaka et al., 1989, 1993 y 1994; Praekelt
et al., 1994; Kawasaki et al., 1990). En Schizosaccharomyces pombe, por
ejemplo, la represién ocurre cuando la concentracién intracelular de
TPP es de 9 pmol/ 10células, aproximadamente el doble de la
cantidad basal (Maundrell, 1990; Praekelt et al., 1994; Fankhauser et
al., 1995). Estos perfiles de expresion oscilante, sugieren que el factor
clave que controla la regulacién de ambos procesos, sintesis y
transporte, es el “pool” de TPP intracelular disponible (Nosaka et al.,
1993, 1994; Praekelt et al., 1994, Burrows et al., 2000).

3.1.2. Mecanismos de percepcion y transporte de aminodacidos.

La levadura S. cerevisiae usa selectivamente una amplia variedad de
nutrientes que puede encontrar en su hdbitat natural o, en su caso,
sintetizar. De entre estas sustancias las més utilizadas son aquellas
que contienen atomos de carbono y de nitrégeno. El transporte al
interior celular es el primer paso a partir del cual el suministro de
nutrientes estd altamente regulado en funcién de las necesidades
intracelulares y de las condiciones del entorno.

En particular, la utilizacién de los aminoacidos estd predeterminada
por la habilidad de la célula para reconocer estos compuestos e
incorporarlos al interior celular a través de la membrana plasmaética.
Una vez internalizados estos aminoécidos pueden ser utilizados tal
cual para sintetizar proteinas celulares de novo, pueden ser
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acumulados y almacenados en sus reservorios citosdlicos, o bien

pueden incorporarse al catabolismo celular. En este dltimo caso la
célula los utiliza como fuente de nitrégeno, liberando el grupo amino
para sintetizar otros compuestos nitrogenados de interés como por
ejemplo iones de amonio, glutamato o glutamina. Asi mismo, el
esqueleto carbonado servira para la sintesis de otros compuestos
carbonados o se liberara al exterior en forma de alcohol o éster
(Horak, 1986; Large, 1986).

En cualquier caso, la eficiencia metabdlica de dicha fuente
nitrogenada dependera de la expresion, regulacion y eficacia de los
sistemas sensores y trasportadores de aminodcidos, asi como del
requerimiento energético y de la regulacion de los procesos
catabdlicos y anabdlicos.

Desde el punto de vista de la producciéon de alcoholes y ésteres
volatiles relevantes para el aroma del vino, los mecanismos de
percepcién y de transporte de aminoédcidos son importantes ya que la
cantidad de alcoholes superiores sintetizados durante un proceso
fermentativo depende sobre todo de la concentraciéon de aminoacidos
presente en el medio. Diversos autores han demostrado que los
aminodcidos influyen en la producciéon de alcoholes superiores en
funcién del balance establecido entre sus rutas anabdlicas y
catabolicas y ademads, que éstas son controladas a su vez por la
cantidad de nitrégeno disponible (Schulthess y Ettlinger, 197§;
Giudici et al., 1993 y Boulton et al., 1995). Asi por ejemplo, en
condiciones no restrictivas de nitrégeno, existe un incremento en la
producciéon de alcoholes dependiente de la concentracion de
aminoacidos en el medio, de tal manera que los niveles elevados de
aminodcidos presentes en el medio actdan a modo de inhibidores de
la ruta anabélica mientras que la acumulaciéon de alcoholes sigue el
mecanismo de Ehrlich. Al contrario, cuando las concentraciones de
aminodcidos en el medio a fermentar disminuyen, decrece la
represion, las rutas anabdlicas se activan y la cantidad de alcoholes
generados por esta via aumenta.
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En S. cerevisiae la entrada de aminoacidos a través de la membrana
plasmatica es un proceso mediado por una familia de proteinas de
membrana denominadas permeasas de aminodcidos. Dichas
permeasas llevan a cabo un transporte activo en forma de simporte
con protones aprovechando el gradiente electroquimico a través de
la membrana. La fuerza motriz que permite dirigir el cotransporte de
aminodcidos y protones viene generada por una bomba de protones
activa, la bomba ATPasa, situada en la membrana plasmatica
(Cooper, 1982). Los organismos eucariotas poseen dos tipos de
sistemas de transporte de aminoacidos denominados S1 y S2. Los
sistemas de transporte S1 incluyen los transportadores capaces de
transportar distintos aminoacidos y se caracterizan por ser sistemas
de alta afinidad y baja velocidad de transporte, como por ejemplo la
permeasa Gaplp. Los sistemas de transporte S2 son especificos para
un aminodcido concreto o para una familia estructural de
aminodcidos mas o menos relacionados y son sistemas de baja
afinidad pero con una elevada velocidad de transporte, como por
ejemplo las permeasas Agplp o Bap2. En la Tabla 3 se describen
algunos de los transportadores de aminoacidos ramificados (Ramos
et al., 1980; Kotliar y Ramos, 1983; Horak, 1986, Wainer et al., 1988). En
la membrana peripldsmica se encuentran multiples sistemas
transportadores con una especificidad por sustrato parcialmente
solapante. Todos estos sistemas poseen dos propiedades. La primera
es que el transporte es unidireccional, desde el exterior al interior
celular. La segunda que la actividad de los transportadores esta
controlada por un mecanismo de “transinhibicién”. Este mecanismo
consiste en un proceso de retroalimentacién no competitivo en el que
los aminoacidos intracelulares o sus productos inhiben la entrada de
aminoacidos del exterior celular a través de un mecanismo que
produce la reducciéon de la concentracién de transportadores en la
membrana plasmética. De este modo se impide que la concentracién
de aminodcidos en el interior celular sea elevada y se garantiza que la
levadura capte una mezcla de aminoacidos, siempre y cuando esta
mezcla se encuentre en el medio de crecimiento (Cooper 1982; Hérak,
1986; Grenson, 1992).
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Sustratos .. Otros .
Permeasas . Regulacion Referencias
principales sustratos
L;;:Zl(?-jsal Wiame et al., 1985;
Todos los NCR, NCI . & Jauniaux y Grenson,
Gaplp R toxicos de )
aminoacidos .. 1990; Stanbrough, y
aa, ornitina, .
. ] Magasanik, 1995
citrulina,
Asparagina,
Gnplp glutamina NCR, NCI treonina, Zhu et al., 1996
triptofano
Asparagina, | Inducible por Iraqui et al., 1999a y
Agplp glutamina aa L-aa 1999b
Inducible vor Requiere André et al., 1993;
Bap2p aa ramificados aa p fuentes ricas | Grauslund et al., 1995;
ennitrégeno | Didion et al., 1996
Inducible por Requiere
Bap3p aa ramificados aa P fuentesricas | de Boer et al., 1998
en nitrégeno
Tatl Tirosina Inducible por Tr1p;c;fano, Schmidt et al., 1994;
P aa s Didion et al., 1998
ramificados
. Inducible por . Schmidt et al., 1994;
Tat2p Triptofano an Tirosina Didion, et al. 1998
. . aa Island et al., 1987;
Ptr2p Dipeéptidos Inducible ramificados Perry et al., 1994

Tabla 3: Permeasas implicadas en el transporte de aminodcidos ramificados. NCR
(por las siglas en inglés de “nitrogen catabolite represion”). NCI (por las siglas en

inglés de “nitrogen catabolite inhibition”)

Atendiendo a los mecanismos de regulacion las permeasas de
aminodcidos se clasifican en dos grupos. El primero incluye aquellos
transportadores de aminoacidos cuya regulacion es dependiente del
tipo de fuente de nitrégeno presente en el medio. El segundo lo
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integran aquellos transportadores de aminoacidos considerados de
expresion constitutiva porque sus niveles de expresion no sufren
ningtn cambio como respuesta a la fuente de nitrégeno presente en el
medio (Wiame et al., 1985; Grenson, 1992; Magasanik, 1992). La
regulacion dependiente de la fuente de nitrégeno puede ejercerse a
nivel transcripcional y post-transcripcional. A nivel transcripcional
implica represién por catabolito de nitrégeno (NCR), que afecta a la
expresion del transportador y a los enzimas que integran las rutas
catabolicas del sustrato transportado. A nivel post-transcripcional el
mecanismo de control viene representado por la inhibicién por
catabolito de nitrégeno (NCI) que afecta exclusivamente a la
actividad de la permeasa (Olivera ef al., 1993). Generalmente la
actividad de los transportadores de aminoécidos es elevada cuando la
célula crece en fuentes pobres en nitrégeno como urea o prolina, y
disminuye en presencia de otras fuentes de nitrégeno de mas facil
asimilacién que permiten un crecimiento 6ptimo como glutamina,
glutamato y amonio. La disminucién o pérdida total de la actividad
del transporte puede ocurrir via NCR y/o NCI ya que ambos
mecanismos parecen actuar de forma independiente (Grenson, 1983).

Ademas de la regulacion ejercida por la fuente de nitrégeno
disponible existen otros mecanismos de regulacién del transporte de
aminoacidos como son la estimulaciéon por fuentes de carbono
fermentables  (Horak, 1997), la  “transinhibicion” y Ila
compartimentalizaciéon celular mediada por vacuolas o mitocondrias
que almacenan los sustratos que se transportan al interior de la célula
(Hoérak y Rihova, 1982).

Otro aspecto importante relacionado con las permeasas de
aminodcidos es el que se refiere a su biogénesis. Las investigaciones
realizadas sugieren que al menos las permeasas Gaplp, Putdp y
Canlp siguen el mecanismo de secreciéon clasico basado en el
transporte de proteinas desde el reticulo endoplasmatico hasta la
membrana plasmatica (Tschopp et al., 1984). Este mecanismo de
secrecion requiere la presencia de la proteina Shr3p, una proteina
integral de membrana del reticulo endoplasmatico, con un peso
molecular de 23,5 kDa cuyo extremo carboxilo es muy hidrofilico y
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estd expuesto al citoplasma (Ljungdahl et al., 1992). Su ausencia tiene
un fenotipo pleiotrépico, siendo el mas destacado la disminucién de
la entrada de aminoacidos mediada por transportadores. Dicha
disminuciéon es debida a una reduccion de la cantidad de
transportadores en la membrana plasmatica. Estos hallazgos sugieren
que Shr3p cataliza de forma altamente especifica el plegamiento de
los transportadores de aminoacidos, o bien la traslocacion especifica
de éstos necesaria para la insercién de la proteina en la membrana del
reticulo endoplasmatico (Gilstring et al., 1995).

Al margen de los sistemas de transporte, la célula presenta también,
en su membrana plasmadtica toda una serie de sistemas protéicos
sensores de nutrientes. Para el caso particular de los aminoécidos, el
sistema sensor SPS reconoce la presencia de aminoacidos en el
exterior celular y transduce la sefial al interior celular (Forsberg y
Ljungdahl, 2001; Forsberg et al., 2001a). Se compone de tres proteinas
codificadas por los genes SSY1, PTR3, SSY5, todos ellos necesarios
para desempefiar la funcioén de sefalizacion. El gen SSY1 codifica una
proteina perteneciente a la familia de las permeasas pero que difiere
estructural y funcionalmente del resto de permeasas ya que contiene
en su extremo amino una extensiéon de 200 aminodcidos y no
transporta aminoacidos. Ptr3p y Ssy5p son proteinas periféricas
asociadas a la membrana plasmaética (Klasson et al., 1999; Forsberg y
Ljungdahl, 2001; Forsberg et al., 2001a). Las sefiales nutricionales
derivadas del sistema sensor SPS convergen en un ajuste del patron
de expresién génica y/o actividad de las permeasas Agplp, Bap2p,
Bap3p, Dip5p, Gnplp, Tatlp, Tat2p, Ptr2p (Didion et al., 1998; Iraqui
et al., 1999a y 1999b; Klasson et al., 1999; Forsberg y Ljungdahl, 2001;
Forsberg et al., 2001a). También hay NCR total de la sintesis de la
permeasa general Gaplp (Klasson et al., 1999; Forsberg et al., 2001b),
con el objetivo de reorganizar y adaptar el metabolismo celular global
en consonancia con su entorno.
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3.2. Mecanismos biosintéticos de ésteres aromaticos.

En los microorganismos fermentadores los ésteres volétiles se forman
intracelularmente y, al ser moléculas liposolubles, difunden la
membrana hacia el medio fermentado. Su mecanismo de sintesis
consiste en la condensacién quimica entre un alcohol superior y un
acido (Figura 4a). Todos los alcoholes y acidos podrian en principio
reaccionar entre si para formar ésteres. Sin embargo, esta via de
produccién se considera demasiado lenta y poco probable durante la
fermentacion. De acuerdo con los primeros estudios de Nordstrom
(1964), la sintesis de ésteres demanda energia por tanto el mecanismo
necesita la presencia de un alcohol superior y de una molécula activa
en forma de acil-CoA, mayoritariamente acetil-CoA (Figura 4b). De
esta forma el enlace tioéster del sustrato acil/acetil-CoA es el que
proporciona la energia para que ocurra la condensacién aunque se
requiere también la catalisis desempefiada por una enzima.

El sustrato acetil-CoA se forma por la descarboxilacion oxidativa del
piruvato, mecanismo que requiere &cido lipdico y TPP (Piendl y
Geiger, 1980), o por la activacion del acido acético que requiere
energia en forma de ATP. Este compuesto interviene en multitud de
procesos metabdlicos no relacionados con la produccién de ésteres,
como son la biosintesis de lipidos, de aminoécidos, de acidos grasos y
también en el ciclo de Krebs (Yoshioka y Hashimoto, 1983; Peddie,
1990; Dufour y Malcorps 1994). Respecto al resto de posibles
moléculas acil-CoA, hay que destacar que se generan a partir de la
acilaciéon del coenzima A catalizada por la acil-CoA sintasa. La
sintesis del éster ocurriria igual que la sintesis de 4cidos grasos. En el
paso final, se formaria un éster cuando estuviera presente un alcohol,
o un acido graso cuando hubiera una molécula de agua (Lambrechts
y Pretorius, 2000). Asi, el acetil-CoA reaccionaria con los alcoholes
superiores rindiendo los ésteres de acetato, mientras que los
compuestos acil-CoA reaccionarian con etanol generando los ésteres
de etilo.
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Figura 4 Biosintesis de ésteres. 4a) Condensacién quimica. 4b) Condensaciér
enzimatica.

Como se ha comentado anteriormente, la sintesis de ésteres requiere
la catélisis por una enzima. En S. cerevisiae hay al menos tres enzimas
implicadas en este proceso que se denominan genéricamente éster

sintasas, etanol acetiltransferasas o alcohol acetiltransferasas
(AATasa).

El gen ATF1 codifica la alcohol acetiltransferasa I denominada Atflp.
Dicho gen fue clonado y secuenciado por Fujii y colaboradores (1994).
Se ha descrito un homologo del gen ATF1 en Saccharomyces
carlsbengensis al que se ha nombrado Lg-ATF1 (Fujii et al., 1996a). Los
estudios realizados hasta la fecha demuestran que en la regulacién de
la expresion génica del gen ATF1 intervienen multitud de factores
convirtiéndolo en un sistema complejo y dificil de caracterizar
(Figura 5), sobre todo, porque sus niveles de expresiéon son muy
bajos. Atn asi, se sabe que se induce en condiciones de crecimiento
anaerobico y que dicha induccién viene regulada por la presencia o
ausencia en el medio de oxigeno siguiendo la denominada via Rox1p.
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Se conoce también que la expresion del gen ATFI se reprime en
presencia de &cidos grasos insaturados, especialmente aquellos que
tienen un doble enlace en la posicion A9 (Fujii et al., 1997; Fujiwara et
al. 1998, 1999). Ambos mecanismos estdn mediados por elementos
reguladores en cis conocidos como secuencias LORE (por las siglas en

inglés de Low-Oxigen Response Element). Estas secuencias se activan
en condiciones de hipoxia y se reprimen por 4cidos grasos
insaturados, estableciendo asi un nexo de unién entre ambos sistemas
de regulaciéon (Jiang et al., 2001 y 2002; Nakagawa et al., 2002).
Finalmente, se ha determinado un tercer mecanismo de regulacién de
la expresion del gen ATF1 controlado por la disponibilidad en el
medio de compuestos nitrogenados asimilables y por la cantidad de
fuente de carbono disponible a través de la proteinquinasa Sch9p y la
proteinquinasa A (PKA). Este mecanismo se denomina “fermentable
growth medium-induced” (FGM) y se activa cuando el medio de
crecimiento contiene todos los nutrientes necesarios para el
crecimiento fermentativo, incluyendo fuentes de carbono, nitrégeno y
fosfatos (Fujiwara et al. 1999; Verstrepen et al. 2003a y 2003c).

La proteina Atflp, con un peso molecular de 57 kDa, presenta un
maximo de actividad a pH 8, es extremadamente labil (Mason y
Dufour, 2000) y se localiza anclada a particulas lipidicas (Verstrepen
et al. 2004). Su actividad enzimatica es dependiente de la composiciéon
de acidos grasos de la membrana celular que la inhiben (Yoshioka y
Hashimoto, 1981; Yoshioka y Hashimoto, 1983) y se activa en la etapa
final del crecimiento exponencial e inicio de la fase de estacionaria
(Malcorps et al. 1991; Malcorps y Dufour, 1992; Fuijji et al., 1997). En
cuanto a su funcién, se cree que es la responsable mayoritaria en la
produccién de ésteres de acetato, sobre todo acetato de isoamilo y de
etilo (Mason y Dufour, 2000) y que estd involucrada en el
metabolismo de &cidos grasos, fundamentalmente en la sintesis de
triglicéridos y fosfolipidos (Calderbank y Hammond, 1994).
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Acidos grasos Fuente de carbono
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Figura 5: Mecanismos bioquimicos que interviene en los procesos de regulacién de la
sintesis de ésteres aromadticos (adaptado de Verstrepen et al., 2003b).

El gen ATF2, clonado y secuenciado por Nagasawa y colaboradores
(1998), codifica la alcohol acetiltransferasa II también denominada
Atf2p. Presenta niveles de expresion bajos y, al igual que el gen
ATFI1, su transcripcién esta reprimida por oxigeno, aunque no tanto
por la presencia de acidos grasos insaturados (Mason y Dufour,
2000). Los estudios de homologia de secuencia protéica establecen
que el grado de identidad entre las proteinas Atflp y Atf2p es
aproximadamente del 37%, observdndose un heptapéptido de
secuencia WRLICLP altamente conservado entre las secuencias de
ambos genes que, supuestamente, constituye parte del centro activo
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de la actividad catalitica alcohol acetiltransferasa (Malcorps y Dufour,
1992; Cauet et al., 1999).

La enzima Atf2p se «caracteriza por ser una proteina
mayoritariamente soluble de 62 kDa que se encuentra en pequefias
cantidades y cuyos niveles de concentracién en el medio disminuyen
rdpidamente tras el agotamiento de nutrientes (Cauet et al., 1999). Por
lo que respecta a su funcién, contribuye en menor grado a la
produccién de ésteres de acetato, aunque su participacién no esta
bien caracterizada (Fujii et al., 1996b). Ademas, en los tltimos afios se
ha descrito su implicaciéon en la esterificaciéon de esteroides, en
concreto en la esterificaciéon de pregnenolona. Estos tltimos hallazgos
sugieren una posible participacion en procesos de detoxificacion
(Nagasawa et al. 1998; Cauet et al., 1999).

El gen EHT1 codifica la alcohol acetiltransferasa Ehtlp que no ha sido
estudiada con detalle. Se sabe que cataliza la formacién de caprilato
de etilo, utilizando como sustratos etanol y hexanoil-CoA. Ademas,
tan solo conserva un 17% de homologia con el resto de alcohol
acetiltransferasas mencionadas anteriormente, y no incluye el
dominio heptapéptido altamente conservado en las proteinas Atflp,
Atf2p y Lg-Atflp (Malcorps y Dufour, 1992; Mason y Dufour, 2000,
Verstrepen et al., 2003c).

Por tanto, las enzimas Atflp y Atf2p catalizan mayoritariamente la
produccién de ésteres aromaticos a partir de acetil-CoA y alcoholes
superiores de cadena corta y media. Los datos bibliograficos sugieren
que, aun siendo idéntica la actividad catalitica que ejercen, cada una
de ellas presenta distintos grados de afinidad y especificidad por los
diferentes sustratos (Mason y Dufour, 2000). Igualmente indican que
la sintesis de estos compuestos es un mecanismo gobernado
fundamentalmente por la regulaciéon transcripcional donde
intervienen multitud de factores. Por consiguiente, el control de la
produccién de ésteres aromaticos es extremadamente complejo y
dificil de predecir (Figuras 1y 5). Finalmente, se sugiere también que
la funcién fisioldgica que desempefian estas enzimas en la sintesis de
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ésteres, asi como la contribucion de cada una de ellas debe ser
distinta.

Durante la fase de crecimiento exponencial de las levaduras en una
fermentaciéon vinica, las moléculas de oxigeno y de acetil-CoA se
consumen rdpidamente para mantener la produccion de acidos
grasos insaturados y esteroles dirigida al crecimiento celular
(Yoshioka y Hashimoto, 1983) y, consecuentemente, la sintesis de
ésteres es practicamente indetectable. Posteriormente, ralentizado el
proceso de maxima producciéon de biomasa, el consumo de acetil-
CoA se reparte entre la sintesis de acidos grasos y la sintesis de
ésteres volatiles. Ademdas durante esta etapa de crecimiento los
precursores alcohodlicos de los ésteres aromaticos comienzan a
acumularse, ya que la demanda metabdlica de los intermediarios de
los cuales derivan los aminoacidos disminuye. Por tanto, la
produccién de ésteres aumenta. Dicho aumento de produccion suele
ocurrir a las pocas horas tras el inicio de la fermentacion. Finalmente,
cuando la sintesis de acidos grasos y de esteroles concluye, hay un
pico en los niveles de acetil-CoA intracelular y, aunque su tiempo de
vida media no es muy elevado, contribuye significativamente a que la
producciéon de ésteres aromaticos alcance un valor de produccién
maxima. Habitualmente este maximo de produccién se consigue
hacia la mitad del crecimiento fermentativo (Lilly et al., 2000).

3.3. Mecanismos de degradacion de ésteres aromaticos.

Una vez sintetizados, los ésteres volatiles pueden ser hidrolizados
por ruptura del enlace éster (Figura 6). Este proceso hidrolitico
también requiere la presencia de una actividad enzimética que lo
catalice.

o) O
| |
R— C=—R+ H,0 ENnziva R=—OH+ OH=— C —R’

Figura 6: Biodegradaci6n de ésteres de acetato.
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Las enzimas éster hidrolasas o esterasas constituyen un grupo muy
diverso de proteinas ampliamente distribuidas en la naturaleza que
catalizan la hidrélisis de ésteres (Bornscheuer, 2002). Posiblemente
también puedan favorecer la sintesis de algunos ésteres, como el
acetato de etilo, en ausencia de acetil-CoA (Parkkinen, 1980;
Parkkinen y Soumalainen, 1982a, 1982b). No obstante, cabe sefalar
que dicha capacidad de sintesis de las éster hidrolasas no ha sido
demostrada, al menos en levaduras vinicas.

En S. cerevisine se han identificado cuatro genes que codifican las
distintas isoenzimas con actividad hidrolasa (Whormann y Lange,
1980). De entre ellas, la mas estudiada ha sido la denominada esterasa
IT o Iah1p. El gen que la codifica denominado IAH1, fue clonado y
caracterizado por Fukuda y colaboradores (1996). Esta hidrolasa
preferentemente acttia catalizando la reacciéon de hidrdlisis del
acetato de isoamilo (Fukuda et al., 1998b, Fukuda et al., 1998a y
1998b). Aunque es poca la informaciéon que se tiene sobre Iahlp, se
sabe que su masa molecular es de 28 kDa, que en su purificacién se
puede encontrar actividad hidrolasa, tanto en la fraccién soluble
como en la insoluble y que es la responsable mayoritaria de la
hidrélisis de acetato de isoamilo (Fukuda ef al., 1998a y 1998b;
Fukuda et al, 2000). Ademads, diversos estudios realizados
demuestran que la actividad éster hidrolasa aumenta en etapas
tardias del proceso fermentativo y que, una vez finalizada la
fermentacion alcohdlica, la actividad de hidrélisis sufre un
incremento significativo, posiblemente como consecuencia de la lisis
celular (Mauricio et al., 1993; Inoue et al. 1997).

Dada la existencia de actividades éster hidrolasas y alcohol
acetiltransferasas que pueden ser actividades simultdneas, se
considera que el balance entre ellas determina los niveles de ésteres
producidos en levaduras vinicas (Fukuda et al., 1998a; Lambrechts y
Pretorius, 2000; Verstrepen et al., 2003b).
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4. MEJORA GENETICA DE LEVADURAS VINICAS:
APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS.

La elaboraciéon del vino es un proceso milenario cuya historia se
considera intrinseca a la civilizacién. Las primeras referencias y
documentos arqueolégicos revelan que hay restos de utensilios
arcaicos egipcios y fenicios que testifican la habilidad de estas
antiguas civilizaciones en el arte de hacer vino. Desde el afio 2000 a.
C. en Grecia y Creta se producia esta bebida alcohélica y tras la
colonizacién de los romanos, se extendié por todo el Mediterraneo.
En el siglo XVII, antes de conocerse que la elaboracién del vino es un
proceso de transformacion ocasionado por las levaduras, se la
consideraba una bebida deliciosa y enormemente saludable. Hasta
hoy, el vino contintia acompafiando en las comidas y engalanando
acontecimientos, es sinénimo de cultura, de estilo de vida e incluso
de estatus social.

Tradicionalmente la vinificacion era un proceso espontaneo que
llevaba a cabo la microflora presente en los fermentadores sin un
control microbiolégico determinado. Actualmente, el aislamiento y
selecciéon de cepas vinicas naturales ha facilitado que la industria
vitivinicola moderna pueda usar indculos de levaduras vinicas
exdgenas que aseguren una imposiciéon de la cepa seleccionada, el
consumo completo de los aztcares del mosto y la finalizacién de la
fermentaciéon en menor tiempo. A pesar de presentar algunos
inconvenientes, esta practica es ya habitual en las bodegas modernas.
Permite disminuir la fase de latencia al inicio de la fermentacién y
controlar microbiolégicamente el proceso fermentativo (Longo y
Vezinhet, 1993), lo que redunda en un producto de calidad mas
uniforme a lo largo de las diferentes campafias (Ribéreau-Gayon,
1985; Giudici y Zambonille, 1992; Fleet y Heard, 1992). La
identificacion por técnicas moleculares de las cepas autdctonas
adaptadas a cada region ha permitido su aislamiento y seleccién para
ser utilizadas como inéculos (Querol et al., 1992b; Vezinhet et al., 1992;
Guillamoén ef al.,, 1996), de manera que hoy por hoy, las bodegas
pueden seleccionar la cepa més adecuada para cada vinificacién y
obtener las caracteristicas organolépticas y de calidad deseadas. De
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esta forma se obtienen unos resultados madas satisfactorios en la
vinificacion (Martini y Vaughan-Martini, 2002).

El surgimiento de la genética molecular moderna, las nuevas
tecnologias moleculares y la gran cantidad de conocimientos
adquiridos en las tltimas décadas sobre la fisiologia y genética de S.
cerevisize ha hecho que actualmente se disponga de herramientas
eficaces y metodologias necesarias para abordar la implantacién de
mejoras biotecnolégicas en el vino. La ingenierfa genética ofrece
indudablemente, un amplio potencial de oportunidades vy
sugerencias que ponen de manifiesto el impacto socio-econémico que
estos progresos innovadores puede aportar tanto a la industria
enolégica como al consumidor. A pesar de ello, no hay que olvidar el
rechazo que un buen sector de los consumidores europeos plantea
frente a estos desarrollos (Ramon, 2004)

Aunque las bodegas actuales proporcionan una gran variedad de
vinos, la competitividad del mercado asociada a la demanda del
consumidor, junto con la exigencia de las industrias del sector de
disminuir los costes y aumentar la produccioén, obliga a las industrias
del sector a desarrollar proyectos de optimizacién y mejora de los
procesos de produccién, asi como a innovar e incrementar la
diversidad y variabilidad de los vinos dotdndolos de una mayor
calidad, reproducible e invariable, o incluso introduciendo nuevas
caracteristicas y propiedades favorables. En este sentido, a pesar de
que las levaduras vinicas estdn adaptadas al proceso de vinificacion,
hay muchas caracteristicas potencialmente mejorables orientadas a
optimizar aspectos de los procesos industriales utilizando técnicas de
ingenieria genética (Querol y Ramoén, 1996; Dequin, 2001; Pretorius y
Bauer, 2002; Pretorius, 2003).

Ademas, la demanda por parte de las bodegas de inéculos para las
fermentaciones vinicas ha propiciado el desarrollo del proceso de
producciéon de biomasa. Al igual que en la fermentacién vinica, es
posible introducir mejoras genéticas en cepas de levaduras mediante
técnicas de ingenieria genética que les permita conservar una elevada
viabilidad y capacidad fermentativa tras ser sometidas a este proceso
de produccién. De esta forma, el uso como indculos de estas cepas
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mejoradas aseguraria un desarrollo 6ptimo de la fermentacion vinica.
De entre las muchas modificaciones realizadas en levaduras vinicas
cabe citar como ejemplos la expresion heteréloga de los factores Killer
K1 y K2 que conceden a las cepas portadoras una ventaja competitiva
durante la vinificaciéon (Boone et al., 1990), o la sobreproduccién de la
enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa que reduce el tiempo
de fermentacién alcohdlica y el grado alcohélico del producto,
aunque también altera las propiedades organolépticas del vino
(Michnick et al., 1997; Remize et al., 1999; de Barros Lopes, et al., 2000).
Otra estrategia ha sido la desrepresion de rutas de asimilaciéon de
fuentes alternativas de nitrégeno para favorecer, en condiciones de
NCR, la asimilaciéon de prolina y arginina muy abundantes en los
mostos de uva (Salmon y Barre, 1998). También la expresion de L(+)-
lactato deshidrogenasa de Lactobacillus casei que permite llevar a cabo
fermentaciones mixtas dacido-alcohdlicas en medios sintéticos
produciendo simultdneamente etanol y lactato a partir de la glucosa,
con posibles aplicaciones en la obtencién de vinos con menor
graduacion alcohélica pero mayor acidez (Dequin y Barre, 1994;
Dequin et al., 1999), o la sobreexpresion del gen que codifica la
glucégeno sintasa (GSY2) que produce una mayor cantidad de
glucégeno incrementando asi la viabilidad celular en condiciones de
carencia de fuente de carbono (Pérez-Torrado et al., 2002).

4.1. El aroma: paradigma de la biotecnologia enoldgica
contemporanea.

El aroma, como ya se ha comentado en otros apartados de este
trabajo, es una de las propiedades organolépticas méas valorada a la
hora de definir la calidad de un vino, pero también una de las mas
complejas y dificiles de caracterizar puesto que no es atribuible a un
solo compuesto de impacto (Van Rooyen et al., 1982), sino que es el
resultado de la interaccion de cientos de compuestos de distintos
origenes y diversa naturaleza quimica, siendo la variedad de uva
utilizada como materia prima, la cepa vinica predominante en la
fermentacion alcohdlica y la forma de almacenamiento los principales
factores de los que depende.
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Sin embargo, a pesar de su complejidad, son muchos los esfuerzos
encaminados a incrementar y mejorar el perfil sensorial de este
producto y, abundante también, el abanico de posibilidades y
estrategias que la biotecnologia actual nos permite abordar. Asi por
ejemplo, en la bibliografia encontramos que la expresiéon de un gen
que codifica la a-L-arabinofuranosidasa de Aspergillus niger (Sanchez-
Torres et al., 1996) u otro que codifica la B-glucosidasa de Candida
molischiana (Sdnchez-Torres et al., 1998) mejora la fracciéon aromatica
de los vinos al liberar terpenos aromaticos presentes en el mosto en
forma de precursores glicosilados. Un resultado similar se obtiene al
expresar una xilanasa de Aspergillus nidulans (Ganga et al., 1999), la
ramnosidasa A de Aspergillus aculeafus (Manzanares et al., 2003) o la
B-(1,4)-endoglucanasa de Trichoderma longibrachiatum (Pérez-Gonzélez
et al., 1993). Todas estas estrategias han estado orientadas hacia la
mejora del aroma varietal u otros metabolitos no aromaticos per se.

Dada la importancia que el metabolismo de la levadura S. cerevisiae
ejerce en la producciéon de compuestos volatiles responsables del
aroma de fermentacion (Pretorius, 2000), en los dltimos afnos se han
desarrollado distintos tipos de estrategias moleculares encaminadas a
incrementar el aroma secundario originado durante la fermentacion
alcohdlica por la levadura vinica en forma fundamentalmente de
alcoholes primarios y ésteres de acetato, (Lambrechts y Pretorius,
2000). Entre ellas cabe citar la sobreexpresion de los genes LEU4 y
LEU2 (Figura 2), que codifican la a-isopropil malato sintasa y la -
isopropilmalato deshidrogenasa, respectivamente (Hirata e Hiri6,
1991; Hirata et al., 1992), o la sobreexpresion del gen BAT2 (Figura 2),
que codifica la enzima aminotransferasa citosélica de aminoacidos
ramificados (Eden et al., 2001; Yoshimoto et al., 2002) y la
sobreexpresiéon del gen BAP2 que codifica el transportador de
aminodcidos ramificados especifico para la leucina (Kodama et al.,
2001). La sobreproducciéon de todas estas enzimas promueve un
aumento de la acumulacién de alcohol isoamilico en el medio
fermentado.

De particular relevancia, por el contenido de este trabajo, son las

estrategias encaminadas a la sobreproduccién de ésteres de acetato
abordadas por varios autores (Lilly et al., 2000; Mason y Dufour, 2000;
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Verstrepen et al., 2003b y 2003c). Buena parte de ellos han sido
desarrollados en paralelo con el presente proyecto y, han
proporcionado datos similares y/o complementarios sobre el efecto
de la manipulacién genética al nivel de los mecanismos de biosintesis
(Lilly et al., 2000; Mason y Dufour, 2000; Verstrepen et al., 2003a,
2003b y 2003c) y de degradacion (Fukuda et al., 1998a y 1998b) de
ésteres de acetato.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS DEL TRABA]JO.

En el transcurso de este trabajo se han abordado los siguientes
objetivos:

I. Caracterizacion de la implicaciéon de las actividades alcohol
acetiltransferasa y éster hidrolasa en la producciéon de ésteres de
acetato y alcoholes aromaticos de interés enolégico.

II. Estudio de estrategias de ingenieria metabdlica dirigidas a la
sobreproduccion de ésteres de acetato asociados al aroma floral y
afrutado del vino.

ITI. Estudio de la adecuaciéon biotecnoldgica de las estrategias de
sobreproduccion de ésteres de acetato orientadas a la mejora del
perfil aromatico del vino.

IV. Estudio de la adecuacién biotecnolégica de las cepas
sobreproductoras de ésteres de acetato para su uso como factorias
celulares.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES.
1.1. Cepas de levadura.

En este trabajo se han empleado las cepas de la levadura S. cerevisiae
que se incluyen en la Tabla 4. En ella se detalla el nombre de la cepa,
su genotipo y su procedencia. Cabe sefialar que en este estudio se han
utilizado las cepas T73 y BY4741 como organismos modelo de
levadura industrial y de laboratorio, respectivamente.

Tabla 4
CEPA GENOTIPO PROCEDENCIA
BY4741 MAT a, leu2-A0, his3-Al Brachmann et al.,
met1540, ura3-A0 (1998)

BY4741atfl BY4741atflA1::loxP Este trabajo

BY4741atf2 BY4741atf201::loxP Este trabajo

BY4741atflatf2 BY4741atfl1A1::1oxP Este trabajo

atf20\1::loxP

BY4741iah1 BY4741iah1A1::1oxP Este trabajo

BY4741atflatf2iahl BY4741atf1A1::loxP Este trabajo
atf2A\1::loxPiah1A1::loxP

BY4741-YCp33 BY4741 transformada Este trabajo
con el plasmido YCplac33

BY4741-TATF1 BY4741 transformada Este trabajo
con el plasmido YCpTATF1

BY4741iah1-YCp33  BY4741iahl transformada Este trabajo
con el plasmido YCplac33

BY4741iah1-TATF1  BY474liahl transformada Este trabajo
con el plasmido YCpTATF1

T73(CECT 1894) Cepa vinica. Tinto Querol et al.

(1992a y 1992b)
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T73-4
T73-4YCplac33

T73-4YCpTATF1
T73-4YEp195
T73YEpTHI3
T73uraleu
T730atf1

T73Natf2

T73iahl
T73Aiahl
T73YCplac33
T73YCpTATF1
T73iah1TATF1
T73Aiah1TATF1
T73pTTR5
T73LEU2
T73LEU2URA3

T73iah1LEU2

Cepa T73ura3::470/ ura3::470

Cepa T73-4 transformada
con el plasmido YCplac33

Cepa T73-4, transformada
con el plasmido YCpTATF1

Cepa T73-4 transformada
con el plasmido YEp195

Cepa T73-4 transformada
con el plasmido YEpTHI3

Cepa T73-4
leu2A1::10xP/ leu2A1::10xP

Cepa T73uraleu
atf1A1::loxP/ atflA1::1oxP
Cepa T73uraleu
atf201::loxP/ atﬂAl::kanR
Cepa T73uraleu
iah1Al1:loxP /IAH1

Cepa T73uraleu
iah1A1::1oxP /iah1A1::1oxP

Cepa T73uraleu transformada
con el plasmido YCplac33

Cepa T73uraleu, transformada
con el plasmido YCpTATF1

Cepa T73iah1 transformada
con el plasmido YCpTATF1

Cepa T73Aiah1 transformada

con el pldsmido YCpTATF1

Cepa T73uraleu transformada
con el plasmido pTTR5

Cepa T73uraleu
leu2A1::LEU2 /leu2A1::1oxP
Cepa T73LEU2
ura3::URA3/ura3::470
Cepa T73iahl
leu2A1:LEU2 /leu2A1::1oxP

Puig et al., (1998)
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Gimeno-Alcafiiz
(2000)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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T73iah1LEU2URA3 Cepa T73iah1LEU2 Este trabajo
ura3::URA3/ura3::470
T73Aiah1LEU2 Cepa T73Aiahl Este trabajo
leu2A1::LEU2/ leu2A1::1oxP
T73Aiah1LEU2URA3 Cepa T73Aiah1LEU2 Este trabajo
ura3::URA3/ura3::470
21278b cepa silvestre Velasco et al., 2004.
23.344C2 ura3 Velasco et al., 2004.
34.000b2 ura34ssyl Velasco et al., 2004.
30.629c2 ura34gapl Velasco et al., 2004.
FAO102 ura3AgaplAssyl Velasco et al., 2004.
Ek0411 ura3AgaplAgnpl Velasco et al., 2004.
30.633c2 ura3AgaplAagpl Velasco et al., 2004.
JA2482 ura3AgaplAgnpllagpl Velasco et al., 2004.
IVUE’>012 ura3AgaplAgnplAagp1Abap? Velasco et al., 2004.
IvVU3112 ura3AgaplAgnplAagplAbap3 Velasco et al., 2004.
IvU3212 ura3AgaplAgnplAagplAtatl Velasco et al., 2004.
IVU3812 ura3AgaplAgnplAagplAtat?2 Velasco et al., 2004.
IvU4112 ura3AgaplAgnplAagplAptr2 Velasco et al., 2004.
MNO0432 ura3Agap1AgnplAagp1Abap2 Abap3 Velasco et al., 2004.
MNO0782 ura3AgaplAgnplAagplAbap?2 Velasco et al., 2004.
Abap3Atatl

#Todas las cepas son isogénicas de la cepa S288C, a excepcién de las cepas
industriales cuyo fondo genético es la cepa T73 y las cepas marcadas con el
superindice 2 que son isogénicas de la cepa 21268b.

#CECT: Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo.

En los experimentos de clonacién de acidos nucléicos siempre se

utilizé la cepa Escherichia coli DH50, cuyo fenotipo es supE44 A
lacU169 (@80lacZ AM15) hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thi-1 relAl.
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1.2. Plasmidos.

La relacion de plasmidos utilizados o construidos en este trabajo se
describe en la Tabla 5.

Tabla 5
PLASMIDO DESCRIPCION PROCEDENCIA
pUG6 Plasmido con el marcador Wach et al., (1994)

kanMX4 que contiene el gen
de resistencia a geneticina
flanqueado por los sitios

loxP
pSH47 Plasmido con el marcador Giildener et al.
URA3 que contiene el gen de (1996)

la recombinasa Cre bajo el
control del promotor del

gen GAL1

pB-TDH3 Plasmido pBlueScript II SK+ Comunicacién
con un inserto EcoRl/Spel personal1
de 450 pb que contiene el
promotor del gen TDH3.

pTTRS Plasmido pRS316 con un Nishimura et al.
inserto Clal/Bgll de 3 kb que (1992)
complementa la mutacién
thi3.

YEp351-cre-cyh  Plasmido episomal que contiene Delneri et al.

el gen de la recombinasa Cre (2000)

bajo el control del promotor
del gen GAL1, y el gen
marcador cyh2, que confiere
resistencia a cicloheximina.

YEplac195 Plasmido episomal que contiene Gietz y Sugino
el gen marcador URA3. (1988)

YCplac33 Plasmido centromérico que contiene  Gietz y Sugino
el gen marcador URA3. (1988)
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YCpTATF1 Plasmido YCplac33 con un Este trabajo
inserto Sall/Sacl de 1,9 kb que
contiene el gen ATF1 bajo el
control del promotor del gen
TDH3.

YEp195THI3 Plasmido YEplac195 con un Este trabajo
inserto Kpnl/Xbal de 3 kb que
contiene el gen THI3.

1: Oscar Herrero, Dpto. de Biotecnologia de Alimentos. Instituto de Agroquimica
y Tecnologia de Alimentos (IATA). Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC). Valencia.

1.3. Oligonucleoétidos.

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron usados
como cebadores en reacciones de PCR, y se adquirieron a la casa
comercial Isogen (Life Science, Barcelona). La secuencia y el uso
concreto de cada uno de ellos se detalla en la Tabla 6.

Para la interrupcién de genes (ver apartado 2.5 de esta seccién) se
disefiaron cuatro oligonucleétidos denominados como S1, C2, A1, A3.
Sus caracteristicas se detallan en dicho apartado y su posicion queda
reflejada en la Figura 7.

Tabla 6:
OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA! UsoO
ATF1 S12 ATGAATGAAATCGATGA Casete de
GAAAAATCAGGCCCGTA delecion del
CGCTGCAGGTCGAC gen ATF1
ATF1 C2? GCATCATGTGAGATCTAG Casete de
GGCCTAAAAGGAGAGC delecion del
ACTAGTGGATCTGATATC gen ATF1
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ATF1 Al

ATF1 A2

ATF1 A3

ATF2S12

ATF2C2?

ATF2 Al

ATF2 A2

ATF2 A3

IAH1 S12

IAH1 C2?

IAH1 A1

IAH1 A3

ATGGATCTCTGGAAGCGT Comprobacién de
CTIT la delecion del gen
ATF1. Sonda en 5

TAAGCTTATGTTAGAGTA Comprobacién de

CTIT la delecién del gen
ATF1
ATTTGTTTGTAGCTTTGCAT Sonda en 3’
del gen ATF1
GACGCAAATTCGCCGATGG Casete de
TTTGGTAGAAGAGCTTGCAG delecién del
ACGTACGCTGCAGGTCGAC gen ATF2

GTCCAGGTTAATTATGGAAG Casete de
ATATAGAAGGATACGAACCA  delecion del
CAACTAGTGGATCTGATATC gen ATF2

ATGCATCGACTACGAGCG Comprobacién de
TATT la delecién del gen
ATF2. Sonda en 5’

AGACTTCTCAATGCTCTAA  Comprobacién de

CA la delecién del gen
ATF2
TCAGTGGTACTTACTTAC Sonda en 3’
CCA del gen ATF2
ATCTAGCACATCTCTCCAA Casete de
TCTTTCAGTTTGTACTGCA delecién del
CGTACGTCGCAGGTCGAC gen IAH1
ATTGAAGATGGCAAAGAT Casete de
CAGTATGCTCTTGGAGCCG delecion del
CACTAGTGGATGTGATATC gen IAH1
CCGTATACGTGATATCTIT Comprobacién de
ATTCC la delecion del gen

IAH1. Sondaen 5

AGAATGTTGACTGATCAA Comprobacién de
AACTC la delecién del gen
IAH1. Sonda en 3
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TDH3 D TTGCTATTAACGGTTTCG Sonda en 5" para los
GTA genes TDH1/2/3
TDH3 R TTAACACCCATGACGAA Sonda en 3" para los
CATT genes TDH1/2/3
ATF1D GGGGGGACTAGTCGGCAC Cebador en 5
TTCATCAGTATCA para la clonacién
del gen ATF1
ATF1R GGGGGGGAGCTCGTATAT Cebador en 3’
ACCAGCTCC CACAGG para la clonacién
del gen ATF1
K2 GGGACAATTCAACGCGTC Comprobacién
TG de la integracién
del gen Kan®
K3 CCTCGACATCATCTGCCC Comprobaciéon
AG de la integraciéon

del gen Kan®

Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

1: Direccién 5’ - 3’

2: La secuencia subrayada corresponde al extremo 5’ (oligonucledtido S1) o 3’
(oligonucledtido C2) de los genes correspondientes. La secuencia sin subrayar
corresponde a la secuencia del plasmido pUG6 utilizado como molde.

1.4. Productos de especial interés.

La Tabla 7 muestra los reactivos de relevancia que fueron utilizados

en el transcurso de este trabajo.

Tabla 7
PRODUCTOS CASA COMERCIAL
Agarosa de bajo punto Egogen, SRL (Barcelona)
de fusion

Acetato de etilo

Acetato de 2-feniletanol

Sigma-Aldrich (Madrid)
Sigma-Aldrich (Madrid)
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Acetato de hexilo
Acetato de isoamilo
Acetato de isobutilo
Alcohol isoamilico
Caprilato de Etilo
Caproato de Etilo
Cicloheximida
[a-*P]-dCTP
Dimetildicarbonato®

Enzimas de restricciéon y

de modificacién de acidos

nucléicos
2-Feniletanol

Fibra PDMS
(polidimetilxilosano)

Geneticina (G418)
1-Heptanona
1-Hexanol

Hybon-N

Isobutanol
L-[U-14C]Leucina

Taq polimerasa®

Succinato de dietilo

Madrid
Madrid
Madrid

Sigma-Aldrich )
)
)
Madrid)
)
)
)

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich (Madrid
Sigma-Aldrich (Madrid
Sigma-Aldrich (Madrid
Perkiln Elmer (Barcelona)
Fluka (Madrid)

Roche-Amersham
(Barcelona)

o~ o~ o~ o~ o~ o~

Sigma-Aldrich (Madrid)
Supelco
Sigma-Aldrich (Madrid)

Gibco BRL-Invitrogen
(Madrid)
Sigma-Aldrich (Madrid)
Sigma-Aldrich (Madrid)
Amersham-Pharmacia
(Madrid)
Sigma-Aldrich (Madrid)
Amersham Pharmacia
Biotech (Madrid)
Bioline (Barcelona)
Cultek-Valtekonova
Sigma-Aldrich (Madrid)

Procedencia comercial de los reactivos relevantes.

1: Nombre comercial: Velcorin.

2: Nombre comercial: Biotag DNA polimerasa.
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2. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO.
2.1. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento.
2.1.1. Crecimiento de la bacteria F. co/i.

Como se indicé anteriormente, en todas las construcciones de
plasmidos se utilizé la cepa DH5a de E. coli. Para crecer esta cepa se
utilizé medio LB (Sambrook y Russell, 2001).

Para el crecimiento de bacterias con plasmidos portadores del gen

AmpR se afiadié ampicilina al medio LB a una concentracion final de
50 mg/L. Las placas de cultivo se solidificaron con 2% (p/v) de agar
bacteriol6gico. Los cultivos liquidos se incubaron a 37 °C y 200 rpm

de agitacion orbital. Los cultivos sélidos se incubaron en estufa a 37°
C.

2.1.2. Crecimiento de levaduras en condiciones de laboratorio.

Los medios para el crecimiento de levaduras en condiciones de
laboratorio se describen a continuacién. En todos los casos, el
crecimiento de cultivos en medio liquido se estim6é midiendo su

densidad 6ptica a 600 nm de longitud de onda (DOg().

Medio rico (YP): Se compone de extracto de levadura 1% (p/v),
bactopeptona 2% (p/v), y como fuente de carbono, glucosa al 2%
(p/v) (medio rico YPD), glucosa al 10% (p/v) (medio rico YPD10) o
galactosa al 2% (p/v) (medio rico YPGal).

Para la seleccién de transformantes, el medio rico se suplement6 con
geneticina 200 mg/L o cicloheximida 2 mg/L, segtin el marcador
utilizado en el DNA transformante.

Medio minimo (SD): Se compone de base nitrogenada para levadura

(YNB) sin aminoacido 0,17% (p/v), y sulfato aménico, (NH4)2SOy,
0,5% (p/v) suplementado con glucosa al 2% (p/v). En los casos en los
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que la cepa albergaba auxotrofias, los requerimientos necesarios
fueron afiadidos a una concentracion final de 20 mg/L (histidina,
triptéfano, adenina, uracilo), 30 mg/L (lisina) o 100 mg/L (leucina).
Las placas de medio sélido contenian ademas 2% (p/v) de agar
bacterioldgico.

Los cultivos se incubaron a 30 °C y en el caso de crecimiento en
medio liquido se utiliz6 agitacién orbital a 200 rpm.

2.1.3. Crecimiento de levaduras en condiciones de microvinificacion.

Para el crecimiento de las levaduras en condiciones de
microvinificacién se utilizé mosto de la variedad Bobal (Requena,
Espafia; cosechas 1998, 2003 y 2004) esterilizado por tratamiento
durante 24 h a 4 °C con dimetildicarbonato a una concentracién final
de 1 mL/L durante 24 h a 4 °C. Las microvinificaciones se llevaron a
cabo en tubos Corning de 50 mL completamente llenos de mosto y
con los tapones sin enroscar, lo que permitié el intercambio de gases
y mimetizé las condiciones anaerdbicas de la fermentaciéon vinica
tradicional.

El medio se inocul6 a una densidad celular de 2,5x105 células/mL a
partir de precultivos en mosto procedentes de un preinoculo previo
en medio YPD (o SD en el caso de cepas con plasmido).
Posteriormente, los tubos se incubaron sin agitacién a 18 - 22 °C hasta
el agotamiento de los azticares reductores presentes en el mosto.

2.1.4. Medios para la determinacion del transporte de leucina.

Los medios utilizados para el desarrollo de esta técnica se describen a
continuacién. En todos los casos la fuente de carbono fue glucosa al
30% (p/v), y el crecimiento del cultivo en medio liquido se estimé

midiendo su DOgq.
Medio minimo sintético (MM): adaptaciéon del medio descrito por
Jacobs y colaboradores (1980) y estd compuesto por tres soluciones,

una de minerales, una de metales traza y una de vitaminas. Para
preparar 1 L de medio se requiere:
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Solucién de minerales (1 L): 0,7 g/L de MgSO4 x 7H20, 1 g/L de
KH2PO4, 0,5 g/L de NaCl, 1 g/L de K2504, 10,5 g/L de H2C605 x
2H20, 0,16 M de KOH y pH 6,2.

Solucién de metales traza (1 mL/L): 10mg/L de H3BO3, 1 mg/L de
CuSO4 x 5H20, 2 mg/L de KI, 4 mg/L de Na2MoO4 x 2H20, 14
mg/L de ZnSO4 x 7H20, 10g/L de H2C60O5 x 2H20, 400 mg/L de
MnSO4 x H20, 5 g/L de FeCl3 x 6H20.

Solucién de vitaminas (10 mL/L): D-biotina 250 pg/L, tiamina 100
mg/L, D-pantotenato calcico 200 mg/L, piridoxina 100 mg/L.

Medio con amonio (MA): compuesto por medio MM pero con
(NH4)2504 20 mM como fuente de nitrégeno.

Medio con prolina (MP): medio MM con prolina 8,7 mM, como
fuente de nitrégeno.

Medio completo (MC): medio MM que contiene como fuente de
nitrégeno una mezcla de todos los aminoédcidos en la proporciéon
descrita por Rose y colaboradores (1990), excepto la leucina que no se
afade.

Medio completo con amonio (MCA) medio MC con (NHg)2SO4 20
mM como fuente de nitrégeno.

MCA 100 contiene medio MCA suplementado con leucina

a una concentracion final de 100 pM.

MCA 20 contiene medio MCA suplementado con leucina

a una concentracion final de 20 mM.

Para solidificar los medios se usé 2% (p/v) de agar bacteriolégico.
Los cultivos se incubaron a 30 °C. En el caso de crecimiento en medio

liquido se utilizaron 100 mL de medio con agitaciéon orbital a 200
rpm. Los medios sélidos se incubaron en estufa a 30 °C.
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2.2. Transformacion de microorganismos.
2.2.1. Transformacion de E. coli.

Las transformaciones de cepas de E. coli se realizaron siguiendo el
sistema de transformacién biolégica artificial descrito por Hanahan
(1983) o el protocolo de electroporacién del sistema Gene Pulser (Bio-
Rad). En el dltimo caso se siguieron las recomendaciones de la casa
suministradora del aparato.

2.2.2. Transformacién de S. cerevisiae.

Las distintas cepas de S. cerevisize se transformaron siguiendo el
protocolo basado en la incubacién con acetato de litio optimizado por
Gietz y colaboradores (1995). En el caso de las transformaciones con
plasmidos que complementaban auxotrofias propias de la cepa, tras
el choque térmico, la seleccion se llevé a cabo en medio minimo SD
sin el complemento nutricional objeto de la seleccion. En las
transformaciones integrativas para la eliminacion de secuencias en el
genoma (ver apartado 2.3. de esta seccién) las células se recuperaron
en medio rico YPD a 30 °C con agitacion durante 3-4 h. Tras esta
recuperacion, se sembraron en medios selectivos como medio YPD
con geneticina o medio SD con cicloheximida.

2.3. Delecion génica por el método “short flanking homology”
(SFH).

Las transformaciones integrativas para la eliminacién de secuencias
en el genoma se llevaron a cabo con la técnica descrita originalmente
por Baudin y colaboradores (1993) que fue posteriormente
modificada (Wach et al., 1994; Giildener et al., 1996) para generar
moléculas de DNA con marcadores de seleccion. Dichas moléculas de
DNA se caracterizan porque el gen marcador estd flanqueado por
pequenas secuencias de DNA homélogo al locus a interrumpir (35-50
pb) y por regiones denominadas sitios loxP. Las regiones loxp son
secuencias de reconocimiento de la recombinasa Cre del fago P1 que
induce la escision del gen marcador de seleccion.
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En este trabajo se ha utilizado como marcador de seleccién el gen del
transposén bacteriano Tn903 (KanMX4), que codifica wuna
aminoglicésido fosfotransferasa cuya caracteristica principal en
levaduras es que confiere un fenotipo de resistencia al antibittico
geneticina, impidiendo su crecimiento por inhibicién de la sintesis de
proteinas al interaccionar con los ribosomas 80S (Hadfield et al.,
1990).

La obtencion del casete se realiz6 utilizando el plasmido pUG6 como
molde en una reaccién de PCR que contenia los oligonucleétidos S1 y
C2. El extremo 5 del oligonucledtido S1 contiene entre 35-45
nucleétidos homoélogos al extremo 5 del gen a interrumpir seguidos
de 20 pb complementarios a la zona del sitio de clonacién maltiple
(MCS) contigua a la regién del marcador Kan®. El extremo 5" del
oligonucleétido C2 comprende 35-45 nucleétidos homologos al
extremo 3° de dicho gen, seguidos de 20 pares de bases
complementarias a la zona del MCS contigua a la region 3° del
marcador Kan®. De esta forma, el fragmento de PCR sintetizado
(casete de interrupcion) contiene el gen marcador flanqueado por
secuencias homologas a los extremos de la secuencia que se desea
eliminar. Estos extremos homdlogos dirigen la integracién hacia el
locus deseado y, por recombinaciéon homdloga, producen la
sustituciéon de la secuencia silvestre por la del gen marcador. En la
Figura 7, se muestra un esquema de lo que acontece siguiendo esta
técnica de transformacion, asi como la posiciéon de cada uno de los
cebadores necesarios para construir el casete de interrupcién o
confirmar la delecién del gen objeto de estudio.

La reaccion de PCR se realizé siguiendo las condiciones que se
detallan en el apartado 3.2 de esta seccion.
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\ Plismido pUG6

Casete de interrupcién

Al K3 A3

K2 A2

TRANSFORMACION

TRANSFORMACION 1

RECOMBINACION

Cepa silvestre

INTERRUPCION/DELECION

TRANSFORM ACION 2 .

INDUCCION DE Cre
ESCISION DEL CASETE

Transformante de delecién

Figura 7: Esquema de transformacién SFH y localizacién de los cebadores.
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La verificaciéon de la interrupciéon se llevé a cabo mediante PCR y
analisis Southern. Como queda reflejado en la Figura 7, se diseharon
dos oligonucleétidos que hibridan fuera del gen a interrumpir (Al
(region 5") y A2 o A3 (regioén 3’) y otros dos cebadores que hibridan
en la zona interna del gen marcador (K2 y K3). Las secuencias de
estos oligonucleétidos se describen en la Tabla 6.

De esta forma, en un mismo experimento de PCR que utiliza el DNA
de un transformante como molde, el par de oligonucle6tidos A1/ A2-
A3 generaria un amplificado correspondiente al alelo silvestre o bien,
el correspondiente al alelo que ha sufrido la recombinacién siendo
ambos de tamafo diferenciable. En caso de que la cepa fuese diploide
se obtendrian los dos amplificados. Por otro lado, el par A1/K2 o A2-
A3/K3 produciria un tnico fragmento correspondiente al alelo
mutado. Este rastreo se utiliz6 para seleccionar colonias que
albergaban la insercion correcta, seleccionandose algunas de ellas
para la confirmacién de su genotipo mediante andlisis Southern.

El DNA molde se obtuvo por extraccion de DNA genémico a partir
de una colonia individual de los transformantes seleccionados. La
reacciéon de PCR se realiz6 siguiendo las condiciones que se detallan
en el apartado 3.2 de esta seccion.

2.3.1. Eliminacién del marcador de seleccion integrado en el genoma.

El sistema disefiado por Giildener y colaboradores (1996), y
optimizado por Delneri y colaboradores (2000) permite la eliminaciéon
del marcador al introducir un plasmido, pSH47 o YEp351-cre-cyh,
que posee la secuencia codificante de la recombinasa Cre del
bacteriofago P1 de E. coli bajo el control de un promotor inducible por
galactosa. La recombinasa Cre reconoce las secuencias loxP que
flanquean el gen de seleccion y cataliza la recombinacién entre ellas
promoviendo la eliminacién del casete de interrupcion. Asi, la
posibilidad de eliminar el marcador de seleccién integrado en el
genoma permite utilizar sucesivas veces el mismo sistema de
seleccion hasta conseguir mutantes nulos y seguros, esto es,
organismos sin ningtn tipo de resistencia ni genes heterélogos,
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denominados también “organismos generalmente reconocidos como
seguros” (Generally Recognized As Safe, GRAS).

Asi pues, las cepas en las que se habia insertado el casete de
interrupciéon fueron transformadas con uno de estos plasmidos
(dependiendo de su genotipo) y, posteriormente se indujo la
expresion de la recombinasa Cre en medio YP suplementado con
galactosa al 2% durante 2 h a 30 °C con agitacion. Completado el
tiempo de incubacién se sembraron aproximadamente 150 células en
placas de medio YPD. Las colonias que crecieron en este medio se
replicaron en medio selectivo YPD con geneticina. Finalmente se
seleccionaron aquellas colonias con fenotipo de capacidad de crecer
en medio rico YPD pero no en medio rico con el antibidtico
geneticina. Para comprobar la eliminacion del marcador, en una
reaccion de PCR con la mezcla de oligos A1, A2-A3, K2, K3, se debe
obtener el amplificado correspondiente a los oligos Al/A2-A3 cuyo
tamafio serd distinto entre el alelo silvestre y el mutado sin el
marcador, tal y como queda reflejado en la Figura 7. Algunas de las
colonias que mostraron este patréon de amplificacion fueron
sometidas a andlisis Southern.

2.4. Obtencion de DNA.
2.4.1. Extraccion de plasmidos a partir de E. co/z.

Para la extraccion de plasmidos a pequefia escala, se inocularon
cultivos de 3 - 4 mL en medio LB con ampicilina, y se sigui6 el
método de lisis alcalina descrita por Sambrook y Russell (2001). Para
mayor escala se parti6 de cultivos de 50 - 100 mL y se utilizé un
sistema comercial de extraccién de plasmidos (Qiagen, Promega,
Eppendorf), siguiendo las instrucciones recomendadas por el
fabricante.
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2.4.2. Extraccion de DNA genémico de levadura.

La obtencion de DNA genémico de levadura se llevé a cabo a partir
de 5 mL de cultivo en medio YPD siguiendo el método de aislamiento
descrito por Hoffman y Winston (1987).

2.5. Extraccion de RNA total de levadura.

Para la extraccion de RNA total de levadura, las células se recogieron
por centrifugacion y se lavaron con agua estéril, congeldndolas a -80
°C hasta su procesamiento.

Las células se descongelaron en hielo y se resuspendieron en 0,5 mL
de tampén LETS (LiCl 0,1 M, EDTA 0,01 M, Tris-HCl 0,01 M, SDS
0,2%, pH 7,4). Posteriormente se le afiadié 0,5 mL de fenol saturado
en tampo6n LETS (pH 4,3) y 0,5 mL de perlas de vidrio (didmetro de
425-600 pm). Las células se rompieron alternando periodos de 30 s de
agitacién vigorosa en un disruptor de células con periodos de 30 s en
hielo. Tras la rotura, las muestras se centrifugaron 15 min a 12000
rpm. El sobrenadante se extrajo dos veces con una mezcla de fenol
saturado en tampon LETS, cloroformo y alcohol isoamilico 25:24:1
(v:viv) y dos veces con cloroformo, alcohol isoamilico 24:1 (v:v). El
RNA presente en la fase acuosa se precipité con un volumen de
solucién de LiCl 5 M y se mantuvo un minimo de 3 h a -80 °C. Tras
recoger por centrifugacion, el sedimento se lavé con etanol 70% (p/v)
y se resuspendi6 en agua destilada estéril.

La concentracion de RNA se determind espectrofotométricamente
midiendo la absorbancia a 260 nm de una dilucién adecuada de la
solucion.

Todo el material utilizado para la extraccion de RNA fue previamente

autoclavado durante una hora a 130 °C y 2 atm de presién para
inactivar las RNasas contaminantes.
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3. TECNICAS DE MANIPULACION Y ANALISIS DE ACIDOS
NUCLEICOS.

3.1. Tratamientos enzimaticos del DNA.

Los tratamientos de digestion con endonucleasas de restriccion,
desfosforilaciéon de los extremos de vectores de clonacién con
fosfatasa alcalina y las reacciones de ligacion se realizaron siguiendo
las recomendaciones descritas en Sambrook y Russell (2001).

3.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Como anteriormente se indicd, la amplificaciéon por PCR se utiliz6
para la sintesis de los casetes de interrupcion y también para la
comprobacién de las modificaciones genéticas y para la sintesis de
sondas utilizadas en las hibridaciones. Estas reacciones se llevaron a
cabo en un volumen final de 25 UL o 50 YL segin fuese a escala
analitica o preparativa, respectivamente. La mezcla de reaccion
contuvo 3 ng/pL de DNA genémico o 0,5 ng/pL de DNA
plasmidico, 1 pmol/pL de cada cebador, 1U de Taq Polimerasa, 0,25

mM de dNTPS, 3 mM MgCl, y el tampén suministrado por la casa
comercial.

Las condiciones de la reaccion fueron 5 min a 94 °C; 30 ciclos de: 30 s
a 94 °C, 30 s a 50-55 °C (dependiendo de los cebadores) y un tiempo
variable de 1 min por kilobase a 72 °C. Para terminar la sintesis se
llevé a cabo una extension final de 3 min a 72 °C.

3.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La separacion de fragmentos de DNA se realiz6 en geles de agarosa a
una concentracion variable entre 0,8 y 1% (p/v) dependiendo del
tamarfio de los fragmentos a separar. En la preparacion de los geles se
utilizé tampoén TBE (0,5X) compuesto por Tris 44,5 mM, acido bérico
44,5 mM, EDTA 1,25 mM, que también fue utilizado como tampén de
electroforesis. Las muestras se disolvieron en tampoén de carga (azul
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de bromofenol 0,25% (p/v), xilene cianol 0,25% (p/v), glicerol 30%
(p/v) en agua destilada). La electroforesis se realizé a voltaje
constante entre 2y 10 V/cm.

3.4. Aislamiento de DNA a partir de geles de agarosa.

Las electroforesis con fines preparativos se efectuaron en tampoén
TAE 1x (p/v) (Tris 40 mM, acido acético glacial 4 M, EDTA 1 mM, pH
8,0) que también fue usado como tampoén de electroforesis. La
agarosa utilizada fue de bajo punto de fusién para facilitar la
recuperacion de DNA. Para la obtencién de los fragmentos se utiliz6

el kit comercial Concert Rapid Gel Extraction (Life Technologies;
Alemania), o bien, el método de extracciéon con fenol y posterior
precipitacion con etanol descrito en Sambrook y Russell (2001).

3.5. Electroforesis de RNA en geles desnaturalizantes de agarosa.

Las electroforesis de RNA se realizaron segin se describe en
Sambrook y Russell (2001). Los geles se prepararon con agarosa a una
concentracién final del 1% (p/v), formaldehido 2,2 M y tampoén
MOPS 1X (MOPS 5X: 0,1 M de MOPS pH 7,5, 40 mM de acetato
sodico, 5 mM de EDTA pH 8,0).

Las muestras contenian entre 30-50 pg de RNA disuelto en agua
estéril, 1 pL de MOPS 5X, 1,75 pL de formaldehido y 5 pL de
formamida desionizada. Posteriormente, las muestras se incubaron a
65 °C durante 15 min y se dejaron enfriar en hielo. En tltimo lugar se
afadi6é tampon de carga (glicerol 50% (v/v), EDTA 1 mM, azul de
bromofenol 0,4% (p/v) y xilene cianol 0,4% (p/v)). Tras una pre-
electroforesis de 5 min, la electroforesis se llevé a cabo en tampoén
MOPS 1X a 5 V/cm durante 4-6 h. Finalmente los geles se tifieron
durante 2-5 min con bromuro de etidio (1pg/mL), y se destifieron con
agua destilada durante un minimo de 1 h en agitacion.
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3.6. Transferencia de acidos nucléicos a filtros.

La transferencia de DNA desde los geles de agarosa a membranas de
nylon se realiz6 en condiciones alcalinas siguiendo el protocolo
descrito en Sambrook y Russell (2001). E1 RNA se transfiri¢ al mismo
tipo de membranas siguiendo el protocolo descrito en Sambrook y
Russell (2001). La fijacion de los acidos nucleicos a la membrana se
realiz6 mediante exposicién con luz ultravioleta durante al menos 20
s en un aparato BLX-254 (Vibler Lourmat, Francia).

3.7. Marcaje radioactivo del DNA.

El marcaje de fragmentos de DNA se realiz6 utilizando el kit High
Prime (Amershan Biosciences, Madrid) basado en la técnica de
cebado aleatorio (Feinberg y Vogelstein, 1983) utilizando como
nucleétido marcado [a-**P]-dCTP.

3.8. Hibridacion de DNA y RNA sobre filtros con sondas
radiactivas.

Los filtros de nylon se incubaron en solucién de prehibridacién (SSPE
5X (NaCL 0,9 M, fosfato sédico 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7,7),
Denhart 5X (BSA 0,1% (p/v), Ficoll 0,1% (p/v), PVP 0,1% (p/v)), SDS
0,5% (p/v) y DNA de arenque (200 pg/mL)) a 42 °C durante al
menos 30 min o 2 h segun fuesen filtros de DNA o de RNA,
respectivamente.

Posteriormente se incubaron a 42 °C durante 16-24 h en solucién de
hibridacién (SSPE 5X, formamida desionizada 50% (v/v), Denhart
5X, sulfato de dextrano 10% (p/v) y DNA de arenque
desnaturalizado 200 pg/mL) a la que se le afiadié la sonda
previamente desnaturalizada. Tras la hibridacién los filtros se lavaron
dos veces durante 10 min con agitacion y solucién de lavado I (SSPE
2x y SDS 0,1% (p/V)), y a continuacion temperatura ambiente y una
vez durante 15 min con solucién de lavado II (SSPE 1x y SDS 0,1%
(p/v)) a65°C.
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Para eliminar la sonda de los filtros y asi poder reutilizarlos se afiadi6é
SDS 0,1% (p/v) hirviendo y se dejé enfriar durante 15 min con
agitacion. Este lavado se realiz6 un minimo de dos veces. La
eliminacién de la sonda se comprobé con un contador Geiger.

3.9. Autorradiografia de los filtros hibridados.

Para la autorradiografia de los filtros hibridados con sondas
radiactivas se utilizaron peliculas X-Omat o Biomax (Kodak),
Hyperfilm (Amersham Pharmacia Biotech, Madrid) y casetes de
exposicion (Amersham Pharmacia Biotech, Madrid) provistos de
pantallas intensificadoras Kodak X-Omatic. La exposicion se realiz6
en oscuridad a -80 °C. Las peliculas se revelaron con una reveladora
automadtica Curix 60 (AGFA).

4. OTRAS TECNICAS UTILIZADAS.

4.1. Cuantificacion de ésteres y alcoholes por microextraccion en
fase solida en espacio de cabeza por cromatografia de gases,
HS-SPME-GC.

La metodologia utilizada para la determinaciéon de compuestos
aromaéticos presentes en el vino se describe en Rojas y colaboradores
(2003). La técnica fue descrita por Belardi y Pawliszyn (1989) y
posteriormente fue optimizada por Vas y colaboradores (1998), Pozo-
Bayoén y colaboradores (2001) y Vianna y Ebeler (2001). Consta de dos
fases denominadas fase de adsorcion y fase de desorcion. La fase de
adsorcidn consiste en la exposicion del soluto volatil de interés a una
fibra polimérica. La fase siguiente o fase de desorcién, se realiza
acoplada a un cromatégrafo de gases que analizard los solutos
volétiles atrapados en la fibra polimérica.

Para la separaciéon y determinacién de los compuestos se utilizé un
cromatografo de gases HP 5890 Series Il equipado con un detector de
ionizacién de llama FID provisto de una columna capilar HP-VOC
de 30 m de longitud, 0,20 mm de didmetro interno y 0,10 pum de
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espesor de fase. Como gas portador se utilizé helio a un flujo de 1
mL/min. La sefhal cromatografica se registré6 mediante el equipo HP
Vectra QS/16S asistido por el programa HP3365 Chemstation.

Para el analisis de los compuestos aromaticos las temperaturas del
inyector y del detector se mantuvieron a 220 °C y 300 °C
respectivamente. La temperatura del horno se mantuvo a 40 °C
durante 10 min y se incremento a razén de 1,5 °C/min hasta 150 °C, 4
°C/min hasta 170°C y a 20 °C/min hasta 250 °C. El horno se mantuvo
a 250°C durante 2 min.

La cuantificaciéon de los ésteres y alcoholes se realiz6 por el método
del patrén interno como se detalla en el Anexo 1. El patrén interno
utilizado fue 20 uL de 2-heptanona 0,005% (p/v).

Todos los experimentos relativos a las cinéticas de producciéon de
ésteres y alcoholes aromaticos, asi como cada una de las muestras
resueltas por cromatografia de gases realizadas en este trabajo han
sido ensayadas un minimo de tres veces. No obstante, debido a la
naturaleza y caracteristicas de los compuestos detectados, al rango de
valores de concentracién cuantificado y a la variabilidad de la
metodolégia utilizada, los resultados mostrados son datos
correspondientes a un experimento tipo.

4.2. Cuantificacion de azucares reductores.

El método empleado se basa en el descrito por Robyt y Whelan
(1972). Se realizaron diluciones con agua de la solucién de aztcares a
medir en un volumen final de 250 YL y se le afiadieron 250 pL de
reactivo DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico 1.0% (p/v), NaOH 1,6%
(p/v), tartrato doble sédico-potésico 30% (p/V)). Se realizé una recta
patrén con concentraciones de glucosa entre 0 y 2 g/L. Las muestras
se hirvieron durante 5 min y tras enfriarse en hielo, se midi6 la
absorbancia a 540 nm de una dilucién adecuada, tanto de las
muestras problemas como de las provenientes de la recta patrén. La
concentracion de azicares reductores se calculé interpolando en la
recta patrén de glucosa el valor de absorbancia de cada muestra.
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4.3. Determinacion del transporte y cuantificacion de leucina.
4.3.1. Ensayo de transporte.

La metodologia aplicada en la determinacion del transporte de
leucina se basa en el método descrito en Kotliar y colaboradores
(1994). En todos los experimentos realizados e independientemente
del medio utilizado, el cultivo se encontraba en fase exponencial de

crecimiento (DOgp 0,4-0,6). Alcanzada esta DOg(, se tomaron 13 mL
del cultivo y, manteniendo las condiciones de aireacion vy
temperatura en un bafio de agua, se adicioné leucina marcada
radiactivamente a una concentracién final de 100 pM. Tras la adicién
de leucina se tomaron muestras de 1 mL a distintos tiempos en un
intervalo méximo de 2 h. Las células de cada muestra se recogieron
sobre filtros de 0,45 um en un multifiltrador Millipore. Finalmente, el
filtro se colocé en 4 mL de liquido de centelleo, y la cantidad de
marca radiactiva acumulada fue cuantificada en un contador de
centelleo. Los datos obtenidos se expresaron en unidades de nM de
leucina radiactiva incorporada por mg de proteina.

4.3.2. Cuantificacion de leucina en el interior y exterior celular.

Para la cuantificaciéon de leucina interna y externa se partié de un

cultivo celular con la DOg(p deseada en funcién del estado fisioldgico
que se queria estudiar. En este trabajo consideraremos que una DO
en el intervalo de 0,4-0,6 unidades se correspondia con un
crecimiento en fase exponencial y el intervalo 1,5-2 se referiria a un

crecimiento en fase estacionaria. Alcanzada esta DOgqp, se tomé 1 mL

del cultivo para la cuantificacién de la leucina externa o bien 30 mL
para la cuantificacién de la leucina interna.

Para el andlisis de la leucina externa se tomaron muestras de los
cultivos de 1 mL, se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min y se
recuperaron los sobrenadantes. Para el analisis de leucina interna, las
células de los 30 mL de cultivo se recogieron por filtracién y el filtro
se colocé en el mismo volumen de agua. Se tom6é 1 mL de la
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suspension celular en agua, se hirvié durante 15 min, se centrifugoé a
12000 rpm 15 min y se recuper6 el sobrenadante.

Finalizado el proceso de preparacion de las muestras, el analisis
cuantitativo se llevé a cabo por HPLC segtin la metodologia descrita
en Velasco y colaboradores (2004). El equipo cromatografico utilizado
estaba compuesto por una columna Waters AccQ-Tag, un inyector
automadtico (Waters 715 Ultra Wips) y un detector de fluorescencia
(Waters 474). La integraciéon y procesamiento de los datos fueron

realizadas aplicando el sofware de Waters Mille_‘nium32 (Velasco et al.,
2004).

Respecto a la determinacién del porcentaje leucina incorporada,
consumida y almacenada, se tuvieron en cuenta las siguientes
consideraciones:

i) Que la leucina en el interior celular total es el resultado del
sumatorio entre la leucina que se incorpora mas la que se sintetiza,
menos la leucina consumida.

Leu Total = (Leu incorporada + Leu sintetizada) - Leu consumida

ii) Que la velocidad de consumo de leucina en todas las cepas
analizadas se mantiene constante.

iif) Que la cantidad de leucina inicial de 100 pM es el 100% de leucina
en el exterior celular.

Asumiendo estas consideraciones los calculos realizados fueron:
Leu no almacenada = LeU externa cuantificada
Leu incorporada =100 - Leu externa cuantificada

Leu aimacenada = (Leu interna cuantificada) / (Leu incorporada)X100
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RESULTADOS Y DISCUSION:

CAPITULO 1.

ESTUDIO DE LA CONTRIBUCION DE LAS ACTIVIDADES
ALCOHOL ACETIL TRANSFERASA Y ESTER HIDROLASA
AL PERFIL DE ESTERES AROMATICOS PRODUCIDO POR
S. cerevisiae.

“...Constituido por un sistema complejo de
cientos de compuestos que interaccionan entre si
en secreta armonia, el aroma es una de las
cualidades mas misteriosa del vino; y a pesar de
ello, nuestros sentidos son capaces de inspirar su
efluvio, y desvelar su verdadera esencia”...
Anénimo, 1946.

La percepcion del aroma es uno de los criterios mas importantes al
evaluar la calidad final de un vino. En los tltimos treinta afios se han
llevado a cabo numerosos estudios encaminados a identificar y
caracterizar la compleja naturaleza aromatica de los vinos (Schneider
et al., 1998; Cortés et al., 1999). Conocer los compuestos clave, sus
mecanismos de sintesis y degradacién y la contribucién de cada uno
de ellos en el mosto, permitiria optimizar e incluso controlar el perfil
aromatico, favoreciendo la elaboracién de vinos de mayor calidad.

Con esta premisa y dada la informacién que se tenia en el momento
de inicio de este trabajo, se plante6 determinar la contribucién de las
distintas actividades enzimaticas que intervienen en la sintesis y
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degradacion de ésteres, y establecer el grado de especificidad por
sustrato de cada una de ellas.

1. SELECCION DEL PERFIL AROMATICO.

Dada la gran cantidad de compuestos aromaticos que han sido
identificados en el vino (Rapp y Mandery, 1986; Noble, 1994; Cole y
Noble, 1995), se estableci6 un perfil aromatico propio de referencia
que aparece reflejado en la Tabla 8. Este perfil se compone
mayoritariamente de ésteres de acetato y ésteres de etilo, con sus
alcoholes correspondientes. Todos estos compuestos se han descrito
como los componentes aromaticos més relevantes asociados al aroma
floral y afrutado del vino (Ferreira et al.,, 1995; Lambrechts y
Pretorius, 2000).

ESTERES ALCOHOLES

Acetato de Etilo

Acetato de Isoamilo Alcohol Isoamilico
Acetato de Isobutilo Isobutanol
Acetato de 2-Feniletilo 2-Feniletanol

Acetato de Hexilo

Caproato de Etilo

Caprilato de Etilo

Succinato de Dietilo

Tabla 8: Perfil aromatico seleccionado.
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2. OBTENCION DE MUTANTES DE PERDIDA DE
FUNCION EN LOS GENES QUE CODIFICAN LAS
ALCOHOL ACETILTRANSFERASAS 1Y II (Atflp, Atf2p) Y
LA ESTER HIDROLASA II (Iahlp).

El propésito de este andlisis fue determinar la contribucién de estas
enzimas al perfil aromatico producido por S. cerevisiae. Se decidié
realizar el estudio con la cepa haploide de laboratorio BY4741. La
naturaleza de esta cepa de laboratorio permite la aplicaciéon sencilla
de técnicas moleculares de manipulacion genética que generan
resultados rdpidos que posteriormente pueden ser trasladados a
levaduras vinicas industriales.

Para estudiar el perfil de especificidad y poder determinar la
importancia de cada una de las actividades en la produccién de
ésteres in vivo, se obtuvieron mutantes simples de delecién en los
genes que codifican las alcohol acetiltransferasas Atflp y Atf2p y
también en el gen que codifica la éster hidrolasa Iahlp.
Posteriormente se construyeron cepas donde se combinaron estas
mutaciones, con la finalidad de averiguar si entre ellas existia algtn
tipo de efecto aditivo y/o sinérgico.

La metodologia utilizada para la construccion de estos mutantes se
basé en la generaciéon por PCR de un fragmento de DNA lineal que
contiene el gen de resistencia al antibidtico geneticina flanqueado por
secuencias de DNA homodlogas al gen que se desea eliminar
(apartado 2.3. de Materiales y Métodos). Las Figuras 8, 9 y 10
muestran el andlisis Southern de los mutantes obtenidos para cada
una de las mutaciones. En todos los casos, el DNA genémico fue
digerido con la enzima de restriccion EcoRV.

En la Figura 8 correspondiente a la delecion del gen ATF1, se muestra
que la digestion genera una banda de 3761 pb correspondiente al
locus silvestre (carrera 1), de modo que en aquellas cepas donde no se
ha producido la interrupcién del gen ATF1 se observa una tnica
banda de este tamafio (carreras 4 y 5). Por el contrario, en aquellas
cepas donde ha tenido lugar la insercién del gen marcador y su
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posterior escision se observan dos bandas de aproximadamente 1570
pby 876pb (carreras 2,3, 6y 7).

Igualmente, en la Figura 9 se muestra el resultado correspondiente a
la delecion del gen ATF2. Del mismo modo que en el caso anterior, el
patrén de bandas obtenido difiere dependiendo del tipo de cepa,
observdndose una banda de 4406 pb en las cepas que contienen el
locus silvestre (carreras 1y 2, 7 y 8), dos bandas de 2353 pb y 2106 pb
en los transformantes que tienen el casete de interrupcion (carreras 3,
4,5y 6) y dos bandas de aproximadamente 2106 pb y 865 pb en los
mutantes nulos donde el casete interrupcién ha sido escindido
(carreras 9y 10).

En la Figura 10 se muestran los resultados de la delecién del gen
IAH1. En este caso, aquellas cepas que contienen el alelo silvestre
producen una banda de 4419 pb (carreras 1, 2, 3 y 7), mientras que los
mutantes nulos que han sufrido el proceso de insercién y posterior

escisiéon del gen KanR, presentes dos bandas de 3703 pb y 1840pb
(carreras 4,5,7,8y9).

—>
3761 pb

1570 pb

876 pb

Figura 8 Anilisis Southern de las cepas BY4741 (carrera 1 y 6), BY4741Aatfl
(carrera 2y 3), BY4741Aatf2 (carrera 4), BY4741Aiah1 (carrera 5), BY4741Aatf1Aatf2
(carrera 7) y BY4741AatflAatf2Aiah] (carrera 8). El DNA genémico fue digerido con

el enzima de restriccién EcoRV. Se utilizé6 como sonda un fragmento del gen ATF]
de 2627 pb amplificado con los oligonucleétidos ATF1A1-ATF1A3.
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4406 pb
—>

2353

2106 pb

1 2 3 4 5 6

2106 pb

865 pb

7 8 9 10

Figura 9: Analisis Southern de las cepas BY4741 (carrera 1), BY4741Aatf1 (carrera
2), BY47410atf2 (carrera 3 y 4), BY4741Aiahl (carrera 7 y 8), BY4741Aatfl1Aatf2
(carrera 5 y 6) y BY4741Aatf1Aatf2Aiah]1 (carrera 9 y 10). E1 DNA gendémico fue
digerido con el enzima de restriccién EcoRV. Se utilizé como sonda un fragmento de
2770 pb del gen ATF2 amplificado con los oligonucledtidos ATF2A1-ATF2A3.

1

2 3 45

- . ' 3703 pb

1840

-

pb

6 7 8 9

Figura 10 Anilisis Southern de las cepas BY4741 (carrera 1 y 6), BY4741Aatfl
(carrera 2), BY4741Aatf2 (carrera 3), BY4741Aiah1 (carrera 4 y 5), BY4741Aatf1Aatf2
(carrera 7) y BY4741AatflAatf2Aiah] (carrera 8 y 9). E1 DNA gendmico fue digerido
con el enzima de restriccién EcoRV. Se utilizé como sonda un fragmento de 1420 pb
del gen IAH1 amplificado con los oligonucleétidos IAHIA1-IAH1A3.
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3. ANALISIS DE LOS MUTANTES SIMPLES 4741Aatfl, 4741A

atf2 'y 4741Aiah1 y multiples 4741AatflAatf2 y 4741AatfIAatf2A
iahl.

Una vez comprobado el genotipo mutante de cada una de las cepas
construidas se determiné la cantidad de compuestos arométicos
producidos en condiciones de laboratorio. Para ello las cepas se
cultivaron durante 72 h en medio rico YPD, tal y como se describe en
el apartado 2.1.2. de Materiales y Métodos. A lo largo del
experimento se tomaron muestras a distintos tiempos de crecimiento
y cada una de ellas fue analizada por cromatografia de gases.
Asimismo, se analizé la evolucion del crecimiento microbiano por

cuantificacion de aztcares reductores y medida de DOgpp que se
muestran en la Figura 11.
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Figura 11: Curva de crecimiento (linea continua) y consumo de aztcares (linea
punteada) de las distintas cepas objeto de ensayo. Panel A: Cepas simples mutantes,
BY4741Aatfl (), BY4741Aatf2 () y BY4741Aiahl (). Panel B: Cepas mutantes
multiples, BY4741AatflAatf2 () y BY4741AatflAatf2Aiahl (). En ambos paneles
aparecen también los resultados de la cepa control BY4741 ().
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En ellas se compara las cepas que contienen cada una de las
mutaciones simples (Figura 11, panel A) y las cepas que contienen
mas de una modificacién genética (Figura 11, panel B) con la cepa de
referencia BY4741. Como se puede observar no se aprecian
diferencias significativas entre el crecimiento de la cepa parental y el
de los distintos mutantes.

3.1. Analisis por cromatografia de gases de las distintas cepas
construidas.

3.1.1. Anilisis del mutante simple BY4741Aatf1.

Las Figuras 12 y 13 muestran los resultados obtenidos para la cepa
con la delecion en el gen ATF1 comparada con la cepa control. Como
se puede observar, la acumulacién de los ésteres de acetato de etilo,
de isobutilo, de isoamilo, y de 2-feniletilo en ambas cepas (Figura 12
paneles A, B, C y D), mantiene la misma tendencia ya que apenas hay
produccién del compuesto a tiempos cortos y su concentracion va
aumentando progresivamente hasta alcanzar el valor de maxima
acumulaciéon en el intervalo 24 h-48 h, coincidiendo con el cambio
diduxico y el inicio de la fase estacionaria. Posteriormente, a medida
que avanza la fase estacionaria, la cantidad de éster acumulado
disminuye o se mantiene constante.

Ademas, se observa que la cepa BY4741Aatfl presenta una clara
disminucién en la produccién de los ésteres de isoamilo, de isobutilo
y de 2-feniletilo, mientras que las cantidades obtenidas para el acetato
de etilo se mantienen méds o menos constantes, excepto en el altimo
tiempo del experimento. Posiblemente otras actividades AATasa sean
las responsables de catalizar la sintesis de acetato de etilo.

En cuanto al acetato de hexilo, succinato de dietilo, caproato y
caprilato de etilo (Figura 13, paneles A, B, C y D) la acumulacién
obtenida es diferente de las descritas para los otros ésteres de acetato
Solo para el acetato de hexilo y el succinato de dietilo (Figura 13,
paneles A y B), la cepa mutante en el gen ATF1 produce una menor
cantidad de compuesto que la cepa de referencia. Para el resto de
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compuestos no se observa un efecto claro de la delecion del gen

ATF1.
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Figura 12: Cinéticas de acumulacién de ésteres voldtiles del mutante BY4741Aatf1 ()
y de la cepa parental BY4741 (). Panel A: acetato de etilo. Panel B: acetato de
isobutilo. Panel C: acetato de isoamilo. Panel D: acetato de 2-feniletilo.
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Figura 13: Cinéticas de acumulacién de ésteres voldtiles del mutante BY4741Aatf1 ()
y de la cepa parental BY4741 (). Panel A: acetato de hexilo. Panel B: succinato de
dietilo. C: caproato de etilo. Panel D: caprilato de etilo.

Por lo que respecta a los alcoholes superiores precursores de los
ésteres de acetato analizados previamente (Figura 14, paneles A, B, C
y D), hay que destacar que la cantidad de precursor acumulado sigue
una cinética de producciéon ascendente y, al contrario que los
compuestos

esterificados,

la variabilidad entre cepas no es
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significativa, lo que sugiere que la delecién del gen ATF1 no origina
efectos en la concentracion final de estos precursores.
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F1'gu1'a 14: Cinéticas de acumulacién de alcoholes volétiles del mutante BY4741A
atfl () y de la cepa parental BY4741 (). Panel A: isobutanol. Panel B: alcohol
isoamilico. Panel C: 2-feniletanol. Panel D: 1-hexanol.

Los resultados obtenidos con el mutante BY4741Aatfl indican que la
actividad alcohol acetiltransferasa Atflp esta implicada al menos en
la biosintesis de los ésteres de acetato de isobutilo, de isoamilo y de 2-
feniletilo, puesto que la cepa carente del gen que la codifica acumula
menor cantidad de estos tres compuestos (Figura 12).
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3.1.2. Analisis del mutante simple BY4741Aatf2.

Las Figuras 15 y 16 muestran los resultados obtenidos para la cepa
con la delecién en el gen ATF2 comparada con la cepa silvestre. La
acumulacion para los acetatos de etilo, de isobutilo, de isoamilo y de
2-feniletilo en la cepa mutante BY4741Aatf2 es similar a las obtenidas
en el mutante BY4741Aatfl (comparar Figuras 12 y 15) con maximos
de acumulacién en fase estacionaria de crecimiento. En ambos casos
las cepas mutantes acumulan menor cantidad de ésteres que la cepa
control, a excepcién del acetato de etilo. Posiblemente existan otras
actividades biosintéticas mas especificas para este compuesto (Figura
15 panel A) donde las cantidades acumuladas entre las 7 h y 48 h de
crecimiento en la cepa mutante son similares a las de la cepa control.
Sin embargo, para el resto de compuestos analizados en esta figura
(paneles B, C y D), la delecién del gen ATF2 produce un efecto de
disminucién de produccién de ésteres menor que el observado en el
mutante carente del gen ATF1 (comparar Figuras 12 y 15). Este efecto
sOlo se observa en las muestras correspondientes a los tiempos de 7 h,
24 h y 48 h. En la muestra de 72 h, por el contrario, se observa una
acumulacion mayor en el mutante BY4741Aatf2 que en la cepa
parental (Figura 15, paneles B, Cy D).

Al comparar el resto de compuestos esterificados, acetato de hexilo,
succinato de dietilo, caproato de etilo y caprilato de dietilo, entre las
cepas BY4741Aatf1 y BY4741Aatf2 se confirma que la evolucion de la
acumulacién es semejante (Figuras 13 y 16). Aunque para este grupo
de compuestos, (Figura 16, paneles A, B, C y D), los efectos de la
delecién del gen ATF2 no son claros.
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Figura 15: Cinéticas de acumulacién de ésteres volatiles del mutante BY4741Aatf2 ()
y de la cepa control BY4741 (). Panel A: acetato de etilo. Panel B: acetato de
isobutilo. Panel C: acetato de isoamilo. Panel D: acetato de 2-feniletilo.
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Figura 16: Cinéticas de acumulacién de ésteres volatiles del mutante BY4741Aatf2 ()
y de la cepa control BY4741 (). Panel A: acetato de hexilo. Panel B: succinato de

dietilo. Panel C: caproato de etilo. Panel D: caprilato de etilo.

En relacién con los alcoholes precursores de los ésteres estudiados
(Figura 17, paneles A, B, C, y D) cabe resaltar que la acumulacién
sigue una cinética de produccién ascendente y que no existen
diferencias significativas entre la cepa mutante y la parental en el
intervalo de 7 h a 48 h, por lo que la deleciéon del gen ATF2 no parece
afectar a la concentracién final de estos compuestos, al igual que
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sucedia en el mutante simple BY4741Aatfl (ver Figura 14). No
podemos descartar que la ausencia de efecto de las deleciones en los
genes que codifican la acetiltransferasa Atflp y Atf2p en la sintesis de
estos compuestos alcohdlicos pueda deberse a que el flujo de la
reaccion de esterificacion en comparacion con el flujo de sintesis del
alcohol es muy pequefio y, por tanto, la carencia de estas actividades
enzimaticas puede que no sea apreciable.
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Figura 17: Cinéticas de acumulacién de alcoholes voldtiles del mutante BY4741A

atf2 () y de la cepa control BY4741 (). Panel A: isobutanol. Panel B: alcohol

isoamilico. Panel C: 2-feniletanol. Panel D: 1-hexanol.
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Los resultados obtenidos en este apartado sugieren que la alcohol
acetiltransferasa Atf2p estaria implicada en la biosintesis de los
acetatos de isobutilo, de isoamilo y de 2-feniletilo ya que la deleciéon
del gen ATF2 genera una disminucién de la acumulacion de estos tres
compuestos, al menos en el intervalo de 7 h a 48 h de la cinética de
crecimiento (Figura 15).

3.1.3. Anilisis del mutante simple BY4741Aiah1.

Los resultados obtenidos para el mutante portador de la delecién del
gen IAH1 (BY4741Aiahl) comparados con la cepa parental (BY4741)
se muestran en las Figuras 18 y 19.

Respecto a los datos obtenidos para los acetatos de isobutilo, de
isoamilo y de 2-feniletilo (Figura 18, paneles B, C y D), se observa que
la eliminacién de la actividad esterasa Iahlp produce un aumento en
la cinética de acumulacién de estos compuestos durante todo el
crecimiento, siendo ésta méds acusada en el intervalo de tiempo de 24h
a 72 h. Por el contrario, la acumulacién de acetato de etilo es menor
en el mutante BY4741Aiah1 que en la cepa control (Figura 18, panel
A).

Para el caso del acetato de hexilo, succinato de dietilo y caproato y
caprilato de etilo (Figura 19, paneles A, B, C y D) es dificil concluir
como ocurria con las deleciones de los genes ATF1 y ATF2, un efecto
claro atribuible a la delecion del gen IAH1 sobre estos compuestos.
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Figura 18: Cinéticas de acumulacién de ésteres voldtiles del mutante BY4741Aiahl
() y de la cepa parental BY4741 (). Panel A: acetato de etilo. Panel B: acetato de
isobutilo. Panel C: acetato de isoamilo. Panel D: acetato de 2-feniletilo.
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Figura 19: Cinéticas de acumulacion de ésteres volatiles del mutante BY4741Aiah1
() y de la cepa parental BY4741 (). Panel E: acetato de hexilo. Panel F: succinato de
dietilo. Panel G: caproato de etilo. Panel H: caproato de etilo.

En lo concerniente a los alcoholes precursores de los ésteres
analizados (Figura 20, paneles A, B, C y D), la acumulacién de alcohol
isoamilico, isobutanol, 2-feniletanol y 1-hexanol en la cepa mutante
sigue una cinética de producciéon ascendente al igual que en la cepa
control. Sin embargo, en todos los casos analizados, se observa una
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tendencia de mayor acumulacién de estos compuestos en la cepa
BY4741Aiah1 que en la cepa parental. Este resultado no es explicable
desde el punto de vista de la actividad éster hidrolasa de la proteina
Iahlp. Una posibilidad alternativa seria la produccién de efectos
reguladores sobre las enzimas implicadas en la biosintesis de los
ésteres de acetato, aunque no existe ninguna informacién
referenciada que apoye esta hipotética explicacion.
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F12gura 20: Cinéticas de acumulacién de alcoholes voldtiles del mutante BY4741A
iah1 () y de la cepa parental BY4741 (). Panel A: isobutanol. Panel B: alcohol
isoamilico. Panel C: 2-feniletanol. Panel D: 1-hexanol.
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En conclusién, todos los datos obtenidos con los mutantes simples
ponen de manifiesto que la enzima Iahlp participa de forma
mayoritaria en el proceso de degradacion de los acetatos de isobutilo,
isoamilo y 2-feniletilo (Figura 18), y que las enzimas Atflp y Atf2p,
son las principales responsables de los procesos biosintéticos (Figuras
12 y 15; Mason y Dufour, 2000).

Por otro lado, y en el caso del acetato de etilo (Figura 18 panel A), los
cambios que introduce la delecion del gen IAH1 no son explicables ya
que las esteresas catalizan principalmente reacciones de degradaciéon
hidrolitica de ésteres de acetato rindiendo acido acético y alcohol. Sin
embargo, existen referencias bibliograficas que proponen que en
ausencia de acetil-CoA, las esterasas son capaces de catalizar la
reaccion en el sentido biosintético (Schermers et al, 1976;
Soumalainen, 1981; Peddie, 1990). Si esta funcién biosintética de las
esterasas fuese posible, los datos obtenidos en el mutante BY4741A
iahl para el acetato de etilo serian explicables e implicarian que la
enzima Iahlp estaria involucrada en el proceso de sintesis del acetato
de etilo.

3.1.4. Analisis de los mutantes doble, BY4741Aatf1atf2, y triple BY4741
Aatflatf2Aiah1.

En este apartado se presentan los resultados obtenidos para las cepas
con la doble delecién en los genes ATF1 y ATF2 (BY4741Aatf1Aatf2) y
la delecion triple de los genes ATF1, ATF2 e IAHI (BY4741Aatf1Aatf2A
aiah1) comparadas con la cepa parental BY4741 (Figuras 21, 22 y 23).
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Figura 21I: Cinéticas de acumulacién de ésteres volitiles de los mutantes doble
BY4741Aatfl1Aatf2 () y triple BY4741AatflAatf2Aiahl (), y de la cepa control BY4741
(). Panel A: acetato de etilo. Panel B: acetato de isobutilo. Panel C: acetato de
isoamilo. Panel D: acetato de 2-feniletilo.

Los datos obtenidos muestran que en lo concerniente al acetato de
etilo (Figura 21, panel A), la cepa doble mutante BY4741Aatf1Aatf2
genera la misma cantidad de este volatil que la cepa parental BY4741,
mientras que la cepa que carece de las tres actividades enziméticas,
BY4741Aatf1Aatf2Aiahl, acumula menos cantidad. De nuevo este
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resultado, es dificil de explicar en base a las actividades descritas para
las proteinas Atflp, Atf2p e Iahlp. Sin embargo, es coherente con los
datos observados en los mutantes simples BY4741Aatfl (Figura 12
panel A, apartado 3.1.1), BY4741Aatf2 (Figura 15 panel A, apartado
3.1.2) y BY4741Aiah1 (Figura 18 panel A, apartado 3.1.3) y apoyaria la
hipétesis expuesta sobre la existencia de otras actividades
biosintéticas més especificas para la sintesis de este compuesto o
sobre la posible implicacién de la éster hidrolasa Iahlp en la sintesis
de acetato de etilo.

En cuanto al acetato de isobutilo, isoamilo y 2-feniletilo (Figura 21,
paneles B, C y D) cabe sefialar que la acumulacién obtenida en las
cepas con las dos o tres deleciones, es significativamente menor que
la obtenida en la cepa parental. Ademds si comparamos la
acumulacion alcanzada en la cepa BY4741Aatf1 (Figura 12 paneles B,
C, D, apartado 3.1.1) con la conseguida en los mutantes multiples
(Figura 21), las cantidades de voléatiles producidos en estos tltimos
son cuantitativamente iguales o incluso inferiores que en el mutante
simple. Este resultado pone de manifiesto la existencia de
mecanismos de sintesis de los ésteres de acetato de interés (isobutilo,
isoamilo, y 2-feniletilo) independientes de las alcohol
acetiltransferasas Atflp y Atf2p. Estos otros mecanismos alternativos
sintetizarian un pequefio porcentaje de estos compuestos, mientras
que un porcentaje elevado seria sintetizado por la enzima Atflp y
Atf2p contribuiria en la produccion final en menor medida.

Dicha acumulacién independiente de las actividades Atflp y Atf2p
podria explicar, a su vez, las diferencias en cuanto a las cinéticas de
acumulacion del acetato de isoamilo y de 2-feniletilo entre las cepas
BY4741Aatf1Aatf2 y BY4741Aatf1Aatf2Aiahl (Figura 21 paneles C y D),
puesto que si en ausencia Atflp y Atf2p la célula es capaz de generar,
por otros mecanismos, cierta cantidad de éster, la delecién simultanea
de los genes ATF1, ATF2 e IAH1 daria lugar a un aumento de la
concentraciéon final de estos compuestos como consecuencia de la
eliminacién de la actividad hidrolitica Iahlp, tal y como ocurre en el
mutante simple BY4741Aiah1 (Figura 18, paneles C y D).
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Figura 22: Cinéticas de acumulacién de ésteres voldtiles de los mutantes doble
BY4741Aatfl1Aatf2 () y triple BY4741AatflAatf2Aiahl (), y de la cepa control BY4741
(). Panel E: acetato de hexilo. Panel F: succinato de dietilo. Panel G: caproato de
etilo. Panel H: caproato de etilo.

Por lo que respecta al resto de compuestos analizados, es decir
acetato de hexilo, succinato de dietilo y los ésteres de etilo caproato y
caprilato tnicamente el succinato de dietilo (Figura 22, panel B)
parece seguir el mismo patrén de acumulacion que los acetatos de
isobutilo, isoamilo y 2-feniletilo. Para el resto de compuestos las
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modificaciones genéticas introducidas no producen un efecto claro.
Este comportamiento coincide con el observado en los mutantes
simples BY4741Aatf1 (Figura 13, apartado 3.1.1), BY4741Aatf2 (Figura
16, apartado 3.1.2) y BY4741Aiah1 (Figura 19, apartado 3.1.3),
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Figura 23: Cinéticas de acumulacién de alcoholes volatiles de los mutantes doble
BY4741Aatfl1Aatf2 () y triple BY4741AatflAatf2Aiahl (), y de la cepa control BY4741
(). Panel A: isobutanol. Panel B: alcohol isoamilico. Panel C: 2-feniletanol. Panel D:

1-hexanol.
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En referencia a los datos obtenidos para los precursores alcohélicos
isobutanol, alcohol isoamilico, 2-feniletanol y 1-hexanol (Figura 23),
las cinéticas de acumulaciéon del doble mutante BY4741Aatfl1Aatf2
muestran que la cantidad de compuesto acumulado es similar a la
alcanzada en la cepa parental. Estos resultados son coherentes con los
obtenidos tras la eliminacién individual de las actividades
enzimaticas Atflp y Atf2p (Figura 14, apartado 3.1.1 y Figura 17,
apartado 3.1.2) y permiten concluir que ninguna de las dos enzimas
AATasas, combinadas o no, influye significativamente en la
concentracion final de los alcoholes precursores de ésteres de acetato.

Sin embargo, en el triple mutante, BY4741Aatf1Aatf2Aiahl, la cinética
de acumulacién es diferente dependiendo del compuesto. En el caso
del alcohol isoamilico y el 2-feniletanol (Figura 23, paneles B y C) la
eliminaciéon de las tres actividades enziméticas provoca un
incremento en la concentracién final del alcohol respecto a la
cantidad producida en la cepa parental, siendo considerablemente
mayor para el 2-feniletanol (Figura 23, panel C) que para el alcohol
isoamilico (Figura 23, paneles B), como ocurria en el mutante simple
BY4741Aiahl (Figura 20 panel C). Las cinéticas de acumulacién del
isobutanol y el 1-hexanol (Figura 23 panel A y D) muestran lo
contrario, ya que el triple mutante produce menos cantidad que la
cepa control BY4741.

Los datos obtenidos en el doble mutante sugieren que la presencia o
ausencia de las AATasas no afecta a la concentracién final del alcohol.
Por el contrario los resultados obtenidos en la cepa triple mutante
indican que la combinacién de las tres deleciones si que origina un
efecto en la acumulacién de estos compuestos, sugiriendo un papel
relevante para Iahlp.

Las rutas de sintesis de alcohol isoamilico, isobutanol y el 2-
feniletanol, son ramificaciones de los mecanismos biosintéticos de los
aminoacidos leucina, valina y 2-fenilalanina (Dickinson et al., 1997;
Dickinson et al., 1998; Dickinson et al., 2003; Vuralhan et al., 2003). Si
comparamos los resultados obtenidos al combinar las tres deleciones
con los datos obtenidos en los mutantes simples BY4741Aatfl y
BY4741Matf2 (comparar Figura 14 y Figura 17 paneles A, By C) y
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considerando ademds que existen otros mecanismos de biosintesis
independientes de las enzimas Atflp y Atf2p para estos mismos
compuestos, esperariamos dos tipos de resultados. El primero, que la
cantidad de alcohol acumulado en la cepa BY4741Aatf1Aatf2Aiahl se
mantuviese mas o menos constante e igual al de la cepa parental
como ocurre en el doble mutante (Figura 23) ya que la tnica
diferencia entre el doble y el triple mutante es la adicién de la
mutacién en el gen IAH1 y éste codifica una proteina con actividad
hidrolitica que degrada especificamente acetato de isobutilo, de
isoamilo y de 2-feniletilo. Por tanto, si no hay sintesis de los
correspondientes ésteres de acetatos, la proteina Iahlp no tiene
sustrato disponible para degradar y las cantidades de alcohol
deberian de mantenerse constantes. El segundo, la ausencia de la
enzima Iahlp, junto con la delecién de las actividades de sintesis
promoveria un incremento en la acumulacién de los tres alcoholes
respecto de la cepa parental, como ocurre en el mutante simple
BY4741Aiah1 (ver Figura 13 paneles A, B y C apartado 3.1.3). Ahora
bien, como se indicé anteriormente, no tenemos una explicacién
razonable para dicho incremento en base a la actividad éster
hidrolasa. Si la hubiese, dicho incremento deberia observarse en los
tres alcoholes y ademds deberia ser cuantitativamente menor en el
triple mutante que en el simple ya que la cantidad de éster producido
no dependiente de Atflp y Atf2p es minima (Figura 14 paneles B, Cy
D). Por tanto, este resultado es dificil de explicar.

4. CONCLUSIONES.

A modo de resumen y para facilitar la comparacién de los datos
obtenidos y comentados en los apartados anteriores, las Figuras 24 y
25 muestran el perfil de acumulaciéon de los distintos ésteres de
acetato de interés, esto es, acetato de hexilo, de isobutilo, de isoamilo
y de 2-feniletilo en las cepas ensayadas. La Tabla 9 por otro lado,
muestra el porcentaje de compuesto no sintetizado en cada una de las
cepas modificadas para estos mismos compuestos.
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Compuesto | tiempo BY4741 | BY4741 BY4741 BY4741 .
Aatf1 Aatf2 | AatflAatf2 | AatflAatf2Aiahl
Acetatode | 24h 9 9 62 31
Isobutilo 48 h 53 8 58 70
Acetatode | 24h 57 33 76 80
Isoamilo 48 h 64 0 66 60
Acetato de 24 h 42 29 72 55
2-Feniletilo | 48 h 57 22 56 46

Tabla 9 Porcentaje de acetato de isobutilo, de isoamilo y de 2-feniletilo no

sintetizado a las 24 h y 48 h en la cinética de crecimiento en medio rico YPD. Estos
valores han sido calculados aplicando la férmula: [1 - (acumulacién en la cepa
mutante/acumulacién en la cepa parental)]x100
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Figura 24: Cinética de acumulacién de la cepa control BY4741() y de las cepas
mutantes BY4741Aatfl (), BY4741Aatf2 (), BY4741Aiah1 (), BY4741AatflAatf2 () y
BY4741Aatf1Aatf2Aiah1 (). Panel A: acetato de etilo. Panel B: acetato de isobutilo.
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Figura 25: Cinética de acumulacién de la cepa parental BY4741() y de las cepas
mutantes BY4741Aatfl (), BY4741Aatf2 (), BY4741Aiahl (), BY4741Aatf1Aatf2 () y
BY4741Aatf1Aatf2Aiah1 (). Panel A: acetato de isoamilo. Panel B: acetato de 2-
feniletilo.

Las conclusiones que se pueden extraer del estudio realizado en este
capitulo son las siguientes:

1. La participacién en los procesos de esterificacion de cada una de
las AATasas analizadas es distinta, siendo la enzima Atflp la
responsable mayoritaria de la sintesis de acetato de isobutilo
(Figura 24 panel B), isoamilo (Figura 25 panel A), 2-feniletilo
(Figura 25 panel B) y, posiblemente, también del succinato de
dietilo (Figura 20, panel B).

2. La contribucién de la enzima Atflp en la sintesis de acetato de

isobutilo, isoamilo y de 2-feniletilo es distinta (ver Tabla 9), siendo
mayor la contribucién en la sintesis de acetato de isoamilo.
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3. Existen otras actividades éster sintasa susceptibles de catalizar la

produccién de acetato de isobutilo, isoamilo y 2-feniletilo aunque
son cuantitativamente menos importantes (Figura 24 panel B, y
Figura 25 panel A y B). Ademds, debe haber actividades
enzimaticas de sintesis con mayor especificidad y/o afinidad por
otros sustratos, como seria el caso de la enzima etanol hexanoil
transferasa Ehtlp, que catalizaria la formacién de hexanoato de
etilo (caprilato de etilo) (Malcorps y Dufour, 1992; Mason y
Dufour, 2000).

La actividad éster hidrolasa desempena wuna funcién
principalmente hidrolitica sobre los acetatos de isobutilo, isoamilo
y 2-feniletilo (Figura 18 paneles B, C y D), una supuesta funcién
biosintética sobre el acetato de etilo (Figura 18 panel A), y ningtn
efecto aparente en la degradacion del acetato de hexilo, succinato
de dietilo, caproato y caprilato de etilo (Figura 19 paneles A, B, Cy
D). Este comportamiento sugiere que la proteina Iahlp en su
funcién de éster hidrolasa presenta cierto grado de especificidad
por sustrato, con preferencia por la hidrdlisis de los ésteres de
cadena intermedia, esto es, los acetatos de isobutilo, de isoamilo y
de 2-feniletilo, que los ésteres de cadena superior como el
succinato, caproato y caprilato. Por otro lado, y en el supuesto de
que la enzima Iah1p pudiera actuar como una enzima catalizadora
de la sintesis de ésteres, concluiriamos que Iahlp actta
Unicamente como una éster sintetasa sobre precursores alcohdlicos
de cadena corta, como es el caso del etanol.

5. La sintesis y degradacion del caproato de etilo, caprilato de etilo y

acetato de hexilo, no queda bien definida en el sistema de analisis
estudiado. Posiblemente estos procesos sigan mecanismos
distintos y dependan de otras actividades enzimaéticas diferentes a
las ensayadas en este trabajo.

6. Se podrian disenar estrategias de ingenieria metabdlica que, a la
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CAPITULO 2.

OBTENCION DE CEPAS DE LEVADURAS DE
LABORATORIO E INDUSTRIALES SOBRE-
PRODUCTORAS DE ESTERES DE ACETATO.

“...Todavia  pueden las  biotecnologias
contemporaneas aportar alguna cosa nueva a los
procedimientos milenarios que continuamos
utilizando hoy, ya enormemente refinados, para
obtener una infinita variedad de vinos, quesos y
cerveza?...”

F. Gros

La aparicién de las técnicas de ingenieria genética y el aumento del
conocimiento de la fisiologia y biologia molecular de las levaduras,
ha permitido el desarrollo de mejoras genéticas en levaduras
industriales que introducen conceptos nuevos, en ocasiones
complejas de definir, asi como la persuasiva idea de poder crear
levaduras “a la carta” que respondan a necesidades tecnoldgicas
concretas. Aunque esta idea se convierte cada vez mas en una
realidad, es importante recordar que cualquier avance o mejora
tecnoldgica ha de considerar dos premisas elementales: que se realice
en beneficio del consumidor y/o de la industria y que no elimine la
idiosincrasia del producto.

1. POSIBLES ESTRATEGIAS ORIENTADAS A MEJORAR LA
PRODUCCION DE ESTERES DE ACETATO.

Los ésteres de acetato son metabolitos secundarios generados por la

levadura durante la fermentacién alcohdlica ya que sus procesos de
sintesis son ramificaciones de las rutas biosintéticas y degradativas de
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aminoacidos. Como se describi6 en la Introduccién, de este trabajo, el
mecanismo biosintético para la obtenciéon de estos compuestos
requiere la participacion de una actividad AATasa y dos sustratos, un
alcohol primario y una molécula de acetil-CoA. Los factores clave
para la concentracion final de ésteres de acetato son la cantidad de
sustratos disponibles y la relacion de actividad entre las enzimas de
sintesis y las de degradaciéon (Mauricio, et al., 1993). En principio,
cualquier efecto sobre el metabolismo de los precursores o sobre las
actividades de sintesis y de degradacion sera crucial para la
produccién de los compuestos esterificados.

Dentro de este contexto, y atendiendo al engranaje bioquimico que lo
integra (Figura 26) se disefiaron cuatro estrategias de ingenieria
metabdlica orientadas a mejorar la produccion de ésteres de acetato y,
en particular, la de acetato de isoamilo y la de acetato de 2-feniletilo,
ya que ambos ocasionan un mayor efecto sobre el aroma floral y
afrutado de los vinos. Estas estrategias fueron las siguientes:

1. Sobreexpresion regulada del gen que codifica la enzima Atf1p bajo
el control del promotor del gen TDH3 (Figura 26).

2. Delecion del gen IAH1, cuyo producto génico, la éster hidrolasa
Iahlp, cataliza la reaccién de hidrélisis de los ésteres de acetato
(Figura 26).

3. Desvio del flujo metabdlico de la ruta de sintesis de la leucina hacia
la sintesis de alcohol isoamilico modificando los procesos
catabolicos y/o anabolicos mediante la sobreexpresion de la a-
cetodcido descarboxilasa codificada por el gen THI3 (Figura 26).

4. Sobreactivacion de la ruta de biosintesis de la leucina mediante la
delecion de componentes de los sistemas de transporte de
aminoacidos para impedir la captaciéon de aminoécidos del medio
y estimular la sintesis de novo de la leucina (Figura 26).
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Figura 26: Integracién de los mecanismos de sintesis y degradacién de los acetatos de
isoamilo, isobutilo y 2-feniletilo en las rutas del metabolismo de aminoacidos.

En los apartados siguientes se discutirdn los resultados obtenidos en
cada una de estas estrategias.
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2. ESTRATEGIA 1: SOBREEXPRESION REGULADA DEL GEN
ATF1.

La enzima Atflp de S. cerevisiae, se ha descrito como la responsable
mayoritaria de la sintesis de ésteres de acetato (Mason y Dufour,
2000; Lambrechts y Pretorius, 2000), en particular acetato de isoamilo,
de isobutilo y de 2-feniletilo, tal como se concluy6 en el Capitulo 1 de
este trabajo. Una posibilidad para aumentar la produccion de ésteres
de acetato seria incrementar la actividad de esta proteina al situar el
gen que la codifica bajo el control del promotor de un gen con una
tasa de transcripcion elevada. En este sentido, los promotores de
expresion fuerte mas utilizados en S. cerevisiae son los de genes que
codifican enzimas glicoliticas, las cuales llegan a representar hasta el
50% de la proteina soluble en la célula (Bisson 1993; Boulton et al.,
1995). La alcohol deshidrogenasa Adhlp, la fosfoglicerato quinasa
Pgklp o la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa Tdh1/2/3p son
algunos ejemplos. Para el desarrollo de la estrategia de
sobreexpresion analizada en este apartado, se escogi6 el promotor del
gen TDH3 ya que estudios anteriores realizados en nuestro
laboratorio  demostraron que tanto en condiciones de
microvinificacién como en condiciones de laboratorio, el patrén de
expresion de dicho gen glicolitico es constitutivo y que los niveles de
expresion son muy elevados en fase exponencial y estacionaria
temprana, aunque en vinificacién disminuyen en fase estacionaria
tardia (Puig y Pérez-Ortin, 2000).

2.1. Obtencion del plasmido de sobreexpresion.

El gen ATF1 se obtuvo como un producto de PCR de 1,9 kb
flanqueado por las secuencias de reconocimiento de las enzimas de
restricciéon Spel-Sacl. El fragmento amplificado se cloné en el
plasmido bacteriano pB-TDHS3, derivado de pBluescript que contenia
el promotor del gen TDH3 (apartado 1.2 de Materiales y Métodos).
Posteriormente, el fragmento de DNA de 2,3 kb derivado de la
digestion Sall-Sacl que contenia la fusién promotor-gen se subcloné
en el vector centromérico YCplac33. El plasmido de sobreexpresion
resultante se denominé YCpTATF1 (Figura 27). La cepa T73uraleu se
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transform¢6 independientemente con el vector vacio YCplac33 y con
YCpTATF1.

YCplac 33

2

URA3 URA3

Figura 27: Vectores centroméricos utilizados para la obtencién de las cepas
recombinantes. Vector de clonacién (parte izquierda) y  pldsmido de
sobreexpresion TDH3-ATF1 (derecha).

2.2. Sobreexpresion en condiciones de laboratorio del gen ATFI1
bajo el control del promotor del gen TDH3.

Obtenidas las cepas recombinantes T73YCplac33 y T73YCpTATF1 se
determiné la cantidad de compuestos aromaticos producidos en
condiciones de laboratorio. Para ello se realizé6 un crecimiento en
medio rico YPD durante 72 h con agitacién orbital a 200 rpm, tal y
como se indica en el apartado 2.1.2 de Materiales y Métodos. Durante
el crecimiento en estas condiciones se realiz6 también un seguimiento
de la transcripciéon del gen ATF1 mediante analisis northern. La
cinética y evolucion del crecimiento en ambas condiciones se analizé
por cuantificaciéon de aztcares reductores y DOggo cuyos perfiles se
muestran en la la Figura 28. Las graficas resultantes demuestran que
en la cepa control y en la cepa con la construccién, las velocidades de
crecimiento y de consumo de azticares son similares.

103




CAPITULO 2

25 2,5
20 4 — 1
\0“ //./
% 15 158
< . O
G 10 - 1 9
5 < 0,5
O ‘\E - : =@ : -8 0
0 20 40 60 80 t(h

Figura 28: Curva de crecimiento en unidades de densidad dptica (linea
continua) y consumo de azucares reductores en unidades de concentracién
(g/L) (linea discontinua). Cepas ensayadas: T73YCplac33 () y T73YCpTATF1
0-

El andlisis northern de la expresion del gen ATF1 a lo largo del
crecimiento se muestra en la Figura 29. En esta figura se observa que
para la cepa control (T73YCplac33), no se detecta expresiéon del gen
ATF1 en el intervalo de tiempo analizado. Sin embargo, en la cepa
con la construccion (T73YCpTATF1), se detecta la presencia de
transcrito en las mismas condiciones, aunque se restringe a un
periodo de tiempo limitado (Figura 29, comparar paneles A y B). El
patron de expresion del gen ATF1 para la cepa sobreexpresante,
T73YCpTATF1, se caracteriza porque presenta un pico de expresion
tnico. Nuestros datos indican que la expresion del gen ATF1
comienza al final de la fase exponencial coincidiendo con el cambio
diduxico (Figura 29 carrera 4) y los niveles de méxima acumulacién
de transcrito se consiguen iniciada la fase estacionaria. Estos datos
coinciden con los méaximos de actividad alcohol acetiltransferasa
descrita por otros autores (Mauricio et al., 1993) (Figura 29 carreras 5,
6, 7; comparar paneles A, B). La expresion del gen ATF1 se prolonga
hasta alcanzar la fase estacionaria tardia (Figura 29 carreras 8, 9, 10;
comparar paneles A, B).
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Figura 29 Anélisis mediante northern de la expresion del gen ATFI en el transcurso de la
cinética de crecimiento de las cepas T73YCplac33 (Panel A) y T73YCpTATF1 (Panel B). Las
muestras analizadas se incluyen en el intervalo de 3 h-74 h de la cinética de crecimiento.
Las distintas carreras enumeradas del 1 al 10 se corresponden con los tiempos 1: 3 h; 2: 5 h;
3: 75 h; 4: 13,5 h; 5: 25 h; 6: 29 h; 7: 34,5 h; 8: 48,5 h, 9: 55,5 h; 10: 74 h. Subpaneles 1:
autoradiografia del northern hibridado. Se utilizé como sonda el fragmento amplificado con
los oligos A1-A3 del gen ATFI (2260 pb). Subpaneles 2: tincién con bromuro de etidio del
mRNA como control de carga.

Teniendo en cuenta que la expresién del gen ATF1 esta bajo el control
del promotor del gen TDH3 y que TDH3 es un gen de expresion
constitutiva con una elevada tasa de transcripcién (Puig y Pérez-
Ortin, 2000), el perfil de expresiéon del gen ATF1 obtenido podria
sugerir que existen diferencias de estabilidad entre los mensajeros de
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los genes TDH3 y ATF1, ya que éste tultimo solo se acumula en fase
estacionaria temprana (Figura 29 carreras 5, 6 y 7).

Respecto a la cuantificaciéon de la concentracion de los compuestos
esterificados, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 30. El
analisis de produccion del acetato de isoamilo, 2-feniletilo, isobutilo,
etilo y hexilo en la cepa transgénica que contiene el gen ATF1 bajo el
control del promotor del gen TDH3 indica que la acumulacién para
todos ellos mantiene un mismo perfil que presenta las siguientes
caracteristicas. En primer lugar, la cantidad de compuesto aumenta
significativamente entre las 7 y 48 h de crecimiento celular en todos
los compuestos esterificados ensayados. Dentro de este intervalo se
observa que la velocidad de produccién sufre un rdpido incremento
coincidente con el cambio diduxico (rango de 7 a 24 h) y también con
los maximos de expresion génica (Figura 29 carreras 5, 6 y 7).
Posteriormente, entrada la fase estacionaria, la concentracion del
compuesto varia, observandose un aumento para los acetatos de
isoamilo y de 2-feniletilo (Figura 30, panel C y D), mientras que para
los acetatos de etilo (Figura 30, panel A), de isobutilo (Figura 30,
panel B) y de hexilo (Figura 30, panel E) se detecta una disminucién.

Estos datos podrian sugerir que en la ultima etapa del crecimiento
celular y en condiciones de sobreexpresion todavia existiera cierta
actividad AATasa. Esta actividad intervendria selectivamente en la
sintesis de acetato de isoamilo y de 2-feniletilo, ya que son los tinicos
compuestos cuya acumulacién a las 72 h de crecimiento no ha
alcanzado la saturacién (comparar Figura 30 paneles A, B y E con
paneles C y D). El hecho de que sélo se vea afectada la cantidad final
de estos ésteres de acetato podria correlacionarse bien con un
problema de disponibilidad de precursor alcohdlico, bien como un
efecto de afinidad por sustrato, o bien porque los otros compuestos se
metabolizan més rdpidamente.

106



CEPAS SOBREPRODUCTORAS DE ESTERES DE ACETATO

ppm Panel A ppm Panel B
25 0,08
20

/\ 0,06

15
/ 0,04

10

//\
e N I

0 T T T T T T
0 20 40 60 80 t(h) 0 20 40 60 80 t(h)
ppm Panel C ppm Panel D
25 2
_

2 1,6
s~ /
1 0,8 /
05 / 0,4

0 T T T 0 1 T T
0 20 40 60 80 t(h) 0 20 40 60 80 t(h)
ppm Panel E
0,0006
Py

0,0005 \

0,0004 /

0,0003 —

0,0002 /i//,,
0,0001 +—-

0

0 20 40 60 80 t(h)

Fl'gllra 30 Cinéticas de acumulacién de ésteres de acetato en medio rico YPD de
las cepas T73YCplac33 () y T73YCpTATF1 (). Panel A: acetato de etilo. Panel B:
acetato de isobutilo. Panel C: acetato de isoamilo. Panel D: acetato de 2-feniletilo.

Panel E: acetato de hexilo.
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En cuanto a la falta de disponibilidad de sustrato, nuestros datos
demuestran que al contrario que los otros alcoholes, la acumulacién
de alcohol isoamilico y de 2-feniletanol a las 72 h de crecimiento no
ha alcanzado la saturacion (Figura 31 paneles A, B, C y D). Aun asi,
hay suficiente cantidad de precursores alcohdlicos (alcohol
isoamilico, 2-feniletanol, isobutanol y 1-hexanol) susceptibles de ser
esterificados (Figura 31 panel A, B, Cy D), lo que resta credibilidad a
esta hipotesis. En cuanto a la afinidad por sustrato, tal y como
concluimos en el Capitulo 1, la proteina es mas especifica para la
sintesis de acetato de isoamilo y acetato de 2-feniletilo, y, puesto que
en etapas tardias del crecimiento celular la actividad decrece pero no
es totalmente anulada (Mauricio et al., 1993), podriamos suponer que
la poca actividad Atflp que pudiera haber en esta fase de crecimiento
en la cepa sobreexpresante catalizara preferentemente la sintesis de
estos dos compuestos.

Otra caracteristica importante del patréon de producciéon obtenido en
los ésteres de acetato es que la cinética durante todo el proceso y para
todos los compuestos es cuantitativamente mayor en la cepa
sobreexpresante que en la cepa control (Figura 30, paneles A, B, C, D
y E, Tabla 10). Estos resultados sugieren que un aumento de la
expresion génica en los niveles de transcripcion del gen ATF1 se
traduce directamente en un incremento de la acumulacién de ésteres
de acetato, indicando que la cantidad de estos compuestos en el
medio depende fundamentalmente de la expresion del gen ATF1 vy,
que la disponibilidad de los sustratos, precursores alcohélicos y
acetil-CoA, no es limitante (Figura 31; Yoshioka y Hashimoto, 1981;
Yoshioka y Hashimoto, 1984; Malcorps et al., 1991).

Por otro lado, si calculamos la acumulacién relativa, es decir, la
proporciéon de éster acumulado entre la cepa control y la cepa
sobreexpresante a lo largo del crecimiento (Tabla 10), podemos
observar que en condiciones de sobreexpresion los ésteres que
experimentan un mayor incremento de la produccién son los acetatos
de isoamilo, de isobutilo y de 2-feniletilo. Estos datos confirman de
nuevo que la actividad AtfIp presenta una elevada afinidad para la
sintesis de estos compuestos.
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Acumulaciénrelativa
fister Cinética de crecimiento

7h 24h 48h 73h

Acetato de Isoamilo 0,8 21,4 37,0 53,3
Acetato de Isobutilo - 6,9 13,6 14,5
Acetato de Etilo 0,3 52 52 3,6
Acetato de 2-Feniletilo 1,1 15,3 76,5 109,3
Acetato de Hexilo 0,8 2,8 1,8 1,4

Tabla 10 Acumulacién relativa de ésteres de acetato de la cepa
sobreexpresante (T73YCpTATF1) durante el crecimiento celular en
condiciones de laboratorio.

(acumulacién de T73YCpTATF1/ acumulacién de T73YCplac33).

Respecto a la cuantificacién de los compuestos alcohdlicos (Figura 31,
paneles A, B, C y D) conviene analizar el perfil de acumulacion para
estos compuestos en la cepa sobreexpresante (T73YCpTATF1)
comparada con la cepa de referencia (T73YCplac33) dependiendo del
precursor alcohdlico estudiado.

La cepa T73YCpTATF1 acumula la misma cantidad de alcohol
isoamilico que la cepa control (Figura 31 panel B), mientras que la
acumulacion del isobutanol y del 2-feniletanol es mayor (Figura 31
paneles A y C), y la cantidad de 1-hexanol, por el contrario, es menor
(Figura 31 panel D). No obstante, al calcular la acumulacién relativa,
los valores obtenidos muestran que existen cambios en la producciéon
de alcoholes pero éstos no son proporcionalmente muy elevados y
desde el punto de vista de la aplicacion biotecnolégica no son
cuantitativamente importantes (Tabla 11).
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Figura 31: Cinéticas de acumulacién alcoholes aromdticos en medio rico
YPD de las cepas T73YCplac33 () y T73YCpTATF1 (). Panel A: isobutanol.
Panel B: alcohol isoamilico. Panel C: 2-feniletanol. Panel D: 1-hexanol.

Teniendo en cuenta los mecanismos bioquimicos a partir de los
cuales se generan estos compuestos alcoholicos, estos resultados
indican que la sobreexpresion del gen ATF1 bajo el control del
promotor del gen TDH3 origina un ligero incremento de activacién
en la ruta metabdlica de sintesis del isobutanol y del 2-feniletanol
(Figura 26), ya que s6lo para estos compuestos hay correlacion entre
el aumento de la acumulacién de éster y la produccion de alcohol.
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Este efecto no se da en el acetato de isoamilo aunque todos estos
compuestos comparten la ruta de sintesis. Hay dos explicaciones
posibles a esta paradoja. La primera seria considerar que realmente
no haya una alteracion del flujo metabdlico inducida por la
sobreexpresiéon para ninguno de estos tres alcoholes, ya que
cuantitativamente la cantidad de alcohol y de éster producida por la
célula no son comparables. La concentraciéon de alcohol es de dos a
tres 6rdenes de magnitud superior a la concentracion del éster. La
segunda implica considerar que el flujo metabdlico de la ruta de
sintesis del alcohol isoamilico no se altere por algin tipo de
regulacion sobre las proteinas que controlan esta ruta de sintesis
(Figura 26).

Acumulacién relativa
Cinética de crecimiento
Alcohol

7h 24h 48 h 73h

Isoamilico 04 1,1 0,9 1,1
Isobutanol 04 1,1 1,3 1,3
2-Feniletanol 0,9 1,5 1,5 1,1
1-Hexanol 0,9 0,9 0,8 0,8

Tabla 11: Acumulacién relativa de alcoholes arométicos de la cepa
sobreexpresante (T73YCpTATF1) durante el crecimiento celular en
condiciones de laboratorio.

(acumulacién de T73YCpTATF1/ acumulacion de T73YCplac33).

2.3. Conclusiones.

De los resultados obtenidos en este apartado podemos concluir
que:

1. La sobreexpresion del gen ATF1 bajo el control del promotor del
gen TDH3 es una estrategia de ingenieria metabdlica eficaz, ya que
permite una mayor produccién de todos los ésteres de acetato en
general (ver Figura 30).
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2. Dicha sobreexpresion potencia la sintesis de los acetatos que, desde
un punto de vista enolégico son de mayor relevancia, es decir,
acetato de isoamilo (Figura 30 panel C y Tabla 10) y de 2-feniletilo
(Figura 30 panel D y Tabla 10).

3. Al obtenerse un incremento elevado de ésteres de acetato en etapas
tempranas de la fase estacionaria los niveles de acumulacién se
mantienen durante un largo periodo de la fase estacionaria, al
menos en las condiciones ensayadas.

4. Los datos obtenidos demuestran que el factor limitante para la
sintesis de compuestos esterificados no es tanto la disponibilidad
de alcoholes aromaticos, cuya concentracién se mantiene mas o
menos constante, sino la concentraciéon de enzima.
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3. ESTRATEGIA 2: DELECION DEL GEN IAHI.

En los microorganismos fermentadores, los ésteres volatiles al ser
moléculas liposolubles pueden difundir la membrana celular hacia el
medio fermentado, o bien pueden ser degradados rindiendo el
alcohol de partida y acetato. Este proceso hidrolitico también requiere
la accién de una actividad enzimética denominada éster hidrolasa.
Por tanto, la concentracion final de ésteres volatiles en el caldo de
cultivo depende no sélo de las actividades de sintesis, sino también
del proceso de difusién a través de la membrana y de los mecanismos
de hidrdlisis en el citosol y/o en el exterior celular (Verstrepen et al.,
2003Db).

Como se coment6 en la Introduccién de este trabajo, en S. cerevisiae se
han identificado cuatro isoenzimas éster hidrolasas. De entre todas
ellas, la mas caracterizada ha sido la éster hidrolasa codificada por el
gen IAH1, cuyo producto génico, la enzima isoamil alcohol hidrolasa
(Iahlp), se considera la responsable mayoritaria de la degradacién de
acetato de isoamilo (Fukuda et al., 1996 y 1998b), aunque también
cataliza la hidrélisis de otros ésteres de acetato, tal y como se
concluy6 en el Capitulo 1. Atendiendo a los datos bibliograficos y
teniendo en cuenta los resultados obtenidos previamente en este
trabajo (Capitulo 1, apartado 3), consideramos que una posible
estrategia para conseguir incrementar la concentraciéon final de
ésteres de acetato en el mosto fermentado seria la eliminaciéon de la
actividad hidrolasa Iahlp. Para confirmar la eficacia de dicha
estrategia en levaduras industriales y, puesto que nuestra cepa vinica
de referencia (T73uraleu) es diploide para el gen IAH1, construimos
dos tipos de mutantes. Un mutante que contiene la delecién de uno
de los alelos de IAH1 y el otro que carece de las dos copias del gen
denominados T73iah1 y T73Aiahl, respectivamente (apartado 1.1. de
Materiales y Métodos). Con estas cepas mutantes, se determiné la
cinética de acumulacion de los ésteres de acetato y de los alcoholes
aromaticos en condiciones de laboratorio, es decir, medio rico YPD,
incubacion a 30 °C y agitacion orbital a 200 rpm (ver apartado 2.1.2 de
Materiales y Métodos).

113



CAPITULO 2

3.1. Obtencién de mutantes en el gen que codifica la éster
hidrolasa Iahlp en cepa vinica industrial.

La metodologia utilizada para la construccién de estos mutantes se
basé en la técnica SFH descrita en el apartado 2.3. de Materiales y
Métodos. En la Figura 32 se muestra el andlisis Southern de la
delecion secuencial de ambas copias del gen IAH1 en la cepa vinica
T73uraleu. Al digerir el DNA genémico con la enzima de restricciéon
EcoRV se pueden obtener tres tipos de bandas en funcién del
genotipo de la cepa ensayada. Asi, la cepa parental T73uraleu
produce una banda de 4419 pb correspondiente al locus silvestre del
gen IAH1 (Figura 32 carrera 1) y la cepa donde haya tenido lugar la

insercién y sustitucion del alelo silvestre por el gen marcador Kan"
generard dos bandas de 3703 pb y de 1840 pb (Figura 32 carreras 2 y
4). Aquellas cepas donde se haya producido la insercién y posterior
escision del gen marcador en el locus del gen IAH1 generardn una
tnica banda de 3703 pb (Figura 32 carreras 3y 5).

4419
il P —— 3703 pb
—» W — .47
3703 pb
>
1840 pb

Figura 32 Anilisis Southern de las cepas T73uraleu (carrera 1), T73iahl
(carreras 2 y 3) y T73Aiahl (carreras 4 y 5). E1 DNA gendmico fue digerido
con EcoRV. Se utilizé como sonda el fragmento del gen IAH1 amplificado con
los oligonucledtidos IAH1A1-IAH1A3 cuyo tamafio aproximado es de 1420
pb.
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3.2. Analisis del perfil aromatico en condiciones de laboratorio.

Una vez comprobado el genotipo de la delecién en cada una de las
cepas industriales construidas (T73iah1 y T73Aiahl), se determiné la
cantidad de compuestos aromaticos producido en cada una de ellas.
Las cepas se cultivaron durante 72 h en condiciones de laboratorio. A
lo largo del experimento se tomaron muestras a distintos tiempos y se
analizaron por cromatografia de gases. Asimismo, se determiné la
evolucién y comportamiento del crecimiento por cuantificaciéon de
azucares reductores y medida de DOg, cuyo perfil se muestra es la
Figura 33. Como puede observarse en la grafica, no se aprecian
diferencias significativas entre la cepa control y los distintos mutantes
ensayados.

25 2
| a8
20 + "1
= | ///~ T4 o
15 1= 12 R
R ( 71 g
O 10 14 0,8
/-‘\ T 0,6
5 . 0,4
\\ T 0,2
----- B == a
0 T T T 0

0 20 40 60 80 t(h)

Figura 33: Curva de crecimiento (linea continua) y consumo de aztcares
reductores (linea punteada), de las cepas T73uraleu (), T73iah1 () y T73Aiah1
0-

La cuantificacién mediante cromatografia de gases de los ésteres de
acetato y sus precursores alcohélicos se muestra en las Figuras 33 y
34. Los resultados obtenidos indican que la cinética de acumulacién
para el acetato de etilo (Figura 34, panel A), acetato de 2-feniletilo
(Figura 34, panel D) y acetato de hexilo (Figura 34, panel E) no
experiment6 cambios significativos entre las cepas mutantes y la cepa
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de referencia. Por el contrario, para los acetatos de isoamilo e
isobutilo (Figura 34, paneles C y B, respectivamente), la ausencia de
la proteina Iahlp produce, con respecto a la cepa control, un
incremento en la concentracién final de estos compuestos entre las 48
y 72 h de crecimiento. A las 48 h de crecimiento ambos mutantes
acumulan la misma cantidad de ésteres de acetato isoamilo e
isobutilo (Tabla 12A), pero una vez alcanzada la fase estacionaria la
concentracion final en el medio para estos compuestos difiere. En el
mutante T73iahl, que conserva una copia del gen IAHI1, la
acumulacion a las 72 h es aproximadamente la mitad que a las 48 h,
mientras que en el mutante nulo T73Aiahl la acumulacién en los
distintos tiempos se mantiene mas o menos constante (Tabla 12A y
Figura 34 panel C y B). Ademas, si comparamos los resultados
obtenidos en las cepas industriales (T73uraleu, T73iah1l y T73Aiah1)
con las cepas de laboratorio (BY4741, BY4741Aiahl) podemos
observar que la acumulaciéon de los ésteres de acetato entre los dos
tipos de cepas son comparables excepto para el acetato de 2-feniletilo
(Tabla 12A, y 12B). En ambos tipos de cepas, laboratorio e industrial,
el mutante nulo Aiahl presenta un incremento en la cantidad de
acetato de isoamilo e isobutilo. Al inicio de la fase estacionaria la
concentracion final de estos compuestos en el medio comienza a
aumentar, observandose un incremento mayor en el acetato de
isobutilo (aproximadamente el doble) que en el acetato de isoamilo.
Este aumento se prolonga llegandose a acumular del orden de tres
veces més cantidad de compuesto entrada la fase estacionaria (Tabla
12A, y 12B). La cepa T73iahl, si bien sigue la misma tendencia de
acumulacién en fase estacionaria acumula una menor cantidad del
compuesto.
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Figura 34: Cinéticas de acumulacién de ésteres voldtiles. Cepas ensayadas:
T73uraleu (), T73iah1 () y T73Aiahl (). Panel A: acetato de etilo. Panel B: acetato
de isobutilo. Panel C: acetato de isoamilo. Panel D: acetato de 2-feniletilo. Panel

E: acetato de hexilo.
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A: Acumulacién en el medio (ppm)

Esteres tiempo Acetato de Acetato de Acetato de 2-
Cepa p Isoamilo Isobutilo Feniletilo

48h 0,0900 0,0042 0,0167

BY4741
73h 0,0454 0,0021 0,0207
48h 0,1569 0,0084 0,0294

BY47414 iah1

73h 0,1599 0,0079 0,0496
T73uraleu 48h 0,0279 0,0035 0,0227
73h 0,0123 0,0018 0,0200
48h 0,0487 0,0069 0,0200

T73iah1
73h 0,0257 0,0039 0,0323
48h 0,0403 0,0067 0,0214

T730 iahl
73h 0,0385 0,0060 0,0257

B: Acumulacion relativa

Esteres tiempo Acetato de Acetato de Acetato de 2-
Cepa Isoamilo Isobutilo Feniletilo

48h 1,74 2 1,76
BY47414 iah1

73h 3,52 3,76 2,39

48h 1,75 1,97 0,88
T73iah1

73h 2,17 2,17 1,61

48h 143 1,91 0,94
T73) iahl

73h 3,25 3,33 1,28

Tabla 12: A: Acumulacién en condiciones de laboratorio de los ésteres de acetato isoamilo,
isobutilo y 2-feniletilo a lo largo de la cinética de crecimiento (48h: inicio de la fase
estacionaria; 72 h: fase estacionaria). Cepas ensayadas: BY4741, BY4741Aiah1, T73uraleu,
T73iah1 y T73Aiahl. B: Acumulacién relativa (cepa mutante/cepa control).
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Figura 35: Cinéticas de acumulacién de alcoholes aromdticos en la cepa control
T73uraleu () y los mutantes T73iah1 () y T73Aiahl (). Panel A: Isobutanol. Panel
B: Alcohol Isoamilico. Panel C: 2-Feniletanol. Panel D: 1-Hexanol.

Los resultados obtenidos sugieren que dependiendo de la cepa la
funcionalidad de la enzima Iahlp en la hidrdlisis de los ésteres de
acetato difiere, siendo més amplia en la cepa de laboratorio que en la
cepa industrial. A este respecto, seria interesante conocer la secuencia
de los genes provenientes de ambas cepas. La proteina Iahlp no
hidroliza acetato de 2-feniletilo en la cepa industrial (Tabla 12A). Sin
embargo, en ambas cepas el grado de afinidad se mantiene, siendo
mayor para el acetato de isoamilo que para el acetato de isobutilo ya
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que el efecto de la delecién del gen IAH1 es menor para este tltimo
compuesto (Tabla 12B, tiempo 48 h). Finalmente, podemos concluir
también que la cantidad de compuesto acumulado puede
correlacionarse con el ntimero de copias del gen que contenga la cepa,
de forma que el maximo de acumulacién para los ésteres de acetato
se consigue al eliminar los dos alelos del gen.

Respecto a las cinéticas de acumulacién de los alcoholes aromaticos
(Figura 35) la acumulaciéon de isobutanol, alcohol isoamilico, 2-
feniletanol y 1-hexanol en las cepas mutantes es similar a las
cantidades acumuladas en la cepa control. Por consiguiente, la
eliminacion de una o ambas copias del gen IAH1 no origina ningtn
efecto en la concentracion final de dichos compuestos.

3.3. Conclusiones.

Atendiendo a los resultados obtenidos en este apartado podemos
concluir que:

1. En la cepa industrial ensayada, la enzima Iahlp hidroliza
especificamente acetato de isoamilo y acetato de isobutilo. Sin
embargo, el resto de acetatos (acetato de etilo, de hexilo y de 2-
feniletilo) no parecen ser sustratos de Iahl1p (Figura 34).

2. Los efectos de la delecion del gen IAH1 sélo son detectables en
fases avanzadas del crecimiento, lo cual podria deberse a que los
mecanismos de regulacién de la actividad o de la expresiéon del
gen IAH1 dependen del crecimiento celular, por lo que se
consiguen maximos de actividad y/o de expresion entrada la fase
estacionaria (Mauricio et al.,1993; Inoue et al., 1997).

3. En cepa vinica industrial la acumulacién relativa para el acetato de
isoamilo y de isobutilo puede correlacionarse con el nimero de

copias del gen IAH1 que contenga la cepa (Tabla 12B).

4. La delecion del gen IAH1 no induce ningun efecto en la
acumulacion de alcoholes aromaticos (Figura 35).
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4. ESTRATEGIA 3: SOBREEXPRESION DEL GEN THI3.

El propésito de esta aproximacion consiste en desplazar el flujo
metabdlico de la ruta de biosintesis y utilizaciéon de la leucina hacia la
acumulacién de alcohol isoamilico por sobreexpresion del gen THI3,
codificante de la a-cetoisocaproato descarboxilasa. Puesto que el a-
cetoisocaproato es el intermediario comin donde convergen la ruta
anabdlica y catabodlica para este aminoécido (Figura 2 apartado 3.1. de
la Introduccion) un aumento en el nimero de copias del gen THI3
podria producir un aumento del flujo en la direccién de sintesis de
dicho alcohol. Para confirmar esta hipétesis se insert6 el gen THI3 en
un vector episomal y el DNA recombinante obtenido se introdujo en
distintas cepas vinicas isogénicas de T73.

4.1. Obtencion de las cepas recombinantes.

El gen THI3 se obtuvo como un fragmento de restriccién Kpnl/Xbal
de 3 kb a partir del plasmido centromérico pTTR5 que contiene un
inserto genémico de 3 kb que complementa la mutacién thi3
(Nishimura et al., 1992). Dicho fragmento de DNA se subcloné en el
vector episomal YEplacl195. El pldsmido resultante (Figura 36),
denominado YEpTHI3 y, en paralelo el vector YEplacl95, se
utilizaron para transformar las cepas T73ura (denominada T73- 4 en
el apartado 1.1 de Materiales y Métodos) y T73uraleu.

Kpnl

Amp

YEplacl95
YEplac::THI3
7985pb

4985pb

Xbal
2 URA3 zu URA3

Figura 36: Vectores multicopia utilizados para la obtencién de las cepas
recombinantes. Pldsmido vacio (izquierda) y pldsmido con el gen THI3
(derecha).
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La cepa T73uraleu fue seleccionada al principio del trabajo como cepa
vinica para la generacién de modificaciones genéticas por poseer dos
auxotrofias. Esta caracteristica facilita la aplicacion de estrategias
basadas en el uso de marcadores de seleccién de auxotrofias. Sin
embargo, para esta estrategia concreta, se decidi6 utilizar también la
cepa T73ura que, a pesar de ser menos versatil en cuanto a
posibilidades de transformacion, presenta la ventaja de ser prototrofa
para la leucina. El hecho de ser protétrofa implica que la ruta de
biosintesis para el aminoacido leucina objeto de nuestro estudio,
funciona (Figura 2 apartado 3.1. de la Introduccién).

4.2. Analisis de la sobreexpresion del gen THI3y de sus efectos en
condiciones de laboratorio.

Una vez obtenidas las cepas recombinantes T73uraYEp,
T73uraYEpTHI3, T73uraleuYEp y T73uraleuYEpTHI3 se determiné la
cantidad de compuestos aromaticos producida por cada una de ellas
en condiciones de laboratorio. Para ello las cepas se cultivaron
durante 72 h en medio rico YPD a una temperatura de 30 °C con
agitacion orbital a 200 rpm. Durante el crecimiento se realizé un
seguimiento de la expresiéon del gen THI3 mediante andlisis northern
y se tomaron muestras a distintos tiempos para determinar los
alcoholes y ésteres aromaéticos producidos a lo largo del experimento.
La cinética y evolucién del crecimiento de las cepas se analizé por
cuantificacion de azuacares reductores y medida de la DOgg, cuyos
perfiles se muestran en la Figura 37. En esta gréfica se compara la
cepa recombinante T73uraYEpTHI3 con la cepa control T73uraYEp y
la cepa T73uraleuYEpTHI3 con la cepa T73uraleuYEp. En ambos
casos, no se aprecian diferencias significativas entre las cepas control
y las cepas sobreexpresantes.
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Figura 37. Curva de crecimiento en unidades de densidad optica (linea
continua) y consumo de azucares reductores en unidades de concentracién
(g/L) (linea discontinua). Cepas ensayadas: T73uraYEp () y T73uraYEpTHI3 ().
Panel B: T73uraleuYEp () y T73uraleuYEpTHI3 ().

Los resultados obtenidos en la determinacioén de la expresion del gen
THI3 a lo largo del crecimiento de las cepas T73uraYEpTHI3 y su
control T73uraYEp se muestran en la Figura 38. Como se puede
observar no se detecta expresion del gen THI3 en la cepa control
(T73uraYEp), lo que indica que los niveles de expresion de dicho gen
son inferiores al umbral de deteccion de la técnica. Por el contrario,
en la cepa T73uraYEpTHI3, con un ntimero de copias incrementado
del gen la técnica permite la deteccion del mRNA a lo largo del
experimento.

En el patrén de expresion del gen THI3 de la cepa T73uraYEpTHI3,
podemos diferenciar tres picos de expresion en funciéon del tiempo de
crecimiento. El primer pico se da en fase exponencial e incluiria el
intervalo de 2 a 10 h (Figura 38 panel A, subpanel 1), con un maximo
de expresion a las 4 h. Un segundo pico de expresion aparece en fase
estacionaria, entre las 30 y las 52 h del cultivo celular (Figura 38 panel
B, subpanel 1), con un méximo de expresién a las 48 h. El tercer pico
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se detecta al final de la fase estacionaria en el intervalo de 62 a 77 h
(Figura 38 panel C, subpanel 1) con un maximo de expresiéon que se
alcanza en el rango de 73 a 77 h del crecimiento. Estos resultados
indican que el gen THI3 sigue un patrén de expresién oscilante que
quizéds podria correlacionarse con la disponibilidad de TPP en el
interior celular. Puesto que dentro del contexto del metabolismo de la
tiamina se considera que la proteina Thi3p acttia como un regulador
positivo de la expresion de genes regulados por tiamina (Nishimura
et al., 1992, Hohmann y Meacock, 1998) y también como un sensor de
la cantidad de TPP intracelular (Burrows et al., 2000), podriamos
suponer que la expresiéon del gen que codifica Thi3p podria estar
sometido al mismo proceso de regulacion transcripcional
dependiente de TPP. Si esta hipotesis fuese cierta, cuando el “pool”
intracelular de TPP disminuyese, se induciria la expresion del gen
THI3. En estas condiciones, habria una activacion del transporte y de
la sintesis del cofactor y, por tanto, los niveles de TPP intracelular
aumentarfan. Al detectar Thi3p un incremento del “pool” de TPP se
reduciria su expresiéon y también la expresion de los genes que
regula. Por lo que podriamos concluir que el patrén ondulatorio
obtenido en nuestros resultados (Figura 38), seria un reflejo del efecto
que ejerciese la molécula de TPP sobre su propio metabolismo.
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Figura 38 Anilisis northern de la expresién del gen THI3 a lo largo de la cinética de crecimiento de las
cepas T73uraYEp (C) y T73uraYEpTHI3 (1). Panel A: intervalo de tiempo Oh-13h. Panel B: intervalo de
tiempo 23h-52h. Panel C: intervalo de tiempo 62-82h. Subpanel 1: autoradiografia del northern hibridado. Se
utilizé como sonda el fragmento amplificado con los oligos THI3D-THI3R del gen THI3 (400 pb). Subpanel 2:
tincién con bromuro de etidio del mRNA como control de carga. 125
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Las cinéticas de produccién de los alcoholes aromaticos (isobutanol,
alcohol isoamilico, 2-feniletanol y 1-hexanol) y de los ésteres de
acetato (acetato de etilo, de isoamilo, de isobutilo, de 2-feniletilo y de
hexilo) resultantes de la cuantificacién mediante GC en cada una de
las cepas ensayadas se muestran en las Figuras 39 y 40 y en las
Tablas13 a17.

Con relacién a los alcoholes aromaticos, los resultados obtenidos para
la cepa T73uraYEpTHI3 comparados con la cepa control T73uraYEp
se muestran en la Figura 39, donde observamos que las cinéticas de
acumulacion siguen un comportamiento distinto para cada uno de
los alcoholes analizados. Para el caso del isobutanol (Figura 39 panel
A), la acumulacién alcanza su maximo en el intervalo de 7 a 24 h
después del cambio diduxico e inicio de la fase estacionaria.
Posteriormente, entrada la fase estacionaria, la produccién de alcohol
aumenta ligeramente manteniéndose mas o menos constante en el
tiempo. Igualmente podemos observar que la cepa de referencia
alcanza un maximo de acumulacién ligeramente mayor al obtenido
con la cepa que sobreexpresa el gen THI3 (Tabla 13). Por otro lado, la
acumulacién de alcohol isoamilico y 2-feniletanol (Figura 39 paneles
By C), sigue una cinética ascendente sin llegar a alcanzar un maximo
de acumulacién en el intervalo de tiempo analizado. Si comparamos
la acumulacién obtenida entre ambas cepas podemos observar que
para el caso del alcohol isoamilico (Figura 39 panel B y Tabla 14)
existe una pequefia diferencia a favor de la cepa sobreexpresante.
Para el 2-feniletanol (Figura 39 panel C) en el intervalo de 48 ha 72 h
se produce un ligero incremento en la concentracién final de este
compuesto siendo mayor en la cepa sobrexpresante que en la cepa de
referencia (Tabla 15). En cuanto al alcohol 1-hexanol (ver Figura 32
panel D) los resultados obtenidos indican que la cinética de
acumulacion se mantiene mas o menos constante y que no existen
diferencias significativas entre ambas cepas (Tabla 16). Por todo ello
podemos concluir que las modificaciones introducidas no producen
efecto en la acumulacion de este alcohol.

En cualquier caso, cabe destacar que es dificil de evaluar la

significacion de las diferencias observadas en cuanto a la cantidad de
compuesto acumulado entre ambas cepas dada la variabilidad
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intrinseca de este tipo de experimentos. Sin embargo, atn
suponiendo que la producciéon de algunos alcoholes en la cepa
sobreexpresante del gen THI3 fuese mayor respecto a la cepa control
y que dicha diferencia fuese significativa, no es cuantitativamente
importante desde el punto de vista de su utilidad industrial.

ppm Panel A ppm Panel B
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Figura 39 Cinética de acumulacién en medio rico YPD de los alcoholes arométicos:
isobutanol (panel A), alcohol isoamilico (panel B), 2-feniletanol (panel C), 1-hexanol

(panel D). Cepas ensayadas: T73uraYEp () y T73uraYEpTHI3 ().
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En lo concerniente a las cinéticas de acumulacion para los ésteres de
acetato, las posibles diferencias observadas entre ambas cepas no son
significativas (Tablas 17), por lo que se puede concluir que un
aumento en el ndmero de copias del gen THI3 no altera la
concentracion final de estos compuestos en el medio.

Los resultados conseguidos con la cepa T73uraleuYEpTHI3
comparados con la cepa control T73uraleuYEp se muestran en la
Figura 40. Las cinéticas de acumulacion son anédlogas a las obtenidas
con las cepas T73uraYEp y T73uraYEpTHI3. Para estas cepas, la
produccién de alcoholes aromaticos (Figura 39 panel A, B, C y D) al
igual que la produccién de ésteres de acetato (Tabla 17), es similar en
todos los casos y las diferencias observadas entre la cepa
sobreexpresante y la de referencia no son significativas. Sin embargo,
cabe sefalar algunas observaciones importantes que se deducen al
comparar las cinéticas de produccién de los precursores alcohdlicos
en las cuatro cepas analizadas.

En primer lugar, y para el caso del isobutanol, la cantidad de alcohol
producida en la cepa auxotrdfica para la leucina (T73uraleu) es
considerablemente mayor que la cantidad de isobutanol producida
en la cepa que no presenta dicha auxotroffa (T73ura),
independientemente del plasmido que contenga (Tabla 13). Este dato
sugiere que el “pool” de a-cetoisovalerato posiblemente sea mayor en
la cepa T73uraleu como consecuencia de la delecion del gen LEU2, ya
que la ausencia de este gen bloquea la ramificacion de la ruta hacia la
sintesis de leucina (Figura 2 apartado 3.1. de la Introduccién). De esta
manera, al aumentar el nimero de moléculas de a-cetoisovalerato
susceptibles de descarboxilacién se produciria un incremento en la
cantidad de isobutanol. En ese caso, podriamos suponer que existe
una relaciéon directa entre la cantidad de alcohol producida y la
cantidad de intermediario disponible (Figura 2 apartado 3.1. de la
Introduccién). Puesto que no existen diferencias entre la cepa
sobreexpresante y la cepa control, podemos deducir que la
sobreexpresion de la proteina Thi3p no origina ningtn efecto en el
proceso de descarboxilacion del a-cetoisovalerato hacia la sintesis de
isobutanol.

128



CEPAS SOBREPRODUCTORAS DE ESTERES DE ACETATO

ppm Panel A ppm Panel B
20 60
16 m 50 A
o w0 o
12
/ 30 /‘.//
8 / 20
“H N4
O T T T 0 T T T
0 20 40 60 80 t(h) 0 20 40 60 80 t(h)
ppm Panel C ppm Panel D
60 0,016
50 A /\
0,012 — <
w0 y VRS
30 0,008 1y
20
0,004
10
O . T T T O T T
0 20 40 60 80 t(h) 0 20 40 60 80 th)

Figura 40 Cinética de acumulacién en medio rico YPD de los alcoholes aromaticos:

isobutanol (panel A), alcohol Isoamilico (panel B), 2-feniletanol (panel C), 1-hexanol
(panel D). Cepas ensayadas T73uraleuYEp () y T73uraleuYEpTHI3 ().

En segundo lugar y respecto a la producciéon de 2-feniletanol y 1-
hexanol nuestros datos indican que no existen diferencias
significativas entre las cepas ensayadas (Tablas 15 y 16
respectivamente). Podriamos concluir, por tanto que ni la auxotrofia
ni las modificaciones introducidas producen un efecto en la
acumulacion de 2-feniletanol y de 1-hexanol.
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ISOBUTANOL (ppm)

t(h) T,;uraYEp | T,,uraYTHI3 | T,uraleuYEp T, uraleuYTHI3
7 14 1,1 14 0,9

24 6,4 6,7 14,3 14,8

48 6,9 78 17 16,5

73 75 81 17,7 16,7

Tabla 13: Cantidad de isobutanol acumulado a lo largo del crecimiento
celular en medio rico YPD.

ALCOHOL ISOAMILICO (ppm)

t(h) T, ;uraYEp = T, juraYTHI3 | T,uraleuYEp T, uraleuYTHI3
7 11,3 6,9 45 29

24 31,8 28,2 16,7 14,9

48 48 50,3 34,5 31,3

73 65,4 73,3 50 45,3

Tabla 14 Cantidad de alcohol isoamilico acumulado a lo largo del

crecimiento celular en medio rico YPD.

2-FENILETANOL (ppm)

t(h) T,;uraYEp | T,,uraYTHI3

T,,uraleuYEp = T,;uraleuYTHI3
7 0,67 0,33 0,33 0,19
24 51 53 6,9 9,3
48 20,7 32 34,1 34,8
73 45,9 57,8 53,8 54,5

Tabla 15: Cantidad de 2-feniletanol acumulado a lo largo del crecimiento

celular en medio rico YPD.
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1-HEXANOL (ppm)

t(h) T,,uraYEp T,,uraYTHI3 T,;uraleuYEp = T, ;uraleuYTHI3

7 0,009 0,007 0,007 0,008
24 0,012 0,012 0,012 0,011
48 0,011 0,010 0,013 0,012
73 0,009 0,009 0,011 0,011

Tabla 16: Cantidad de 1-hexanol acumulado a lo largo del crecimiento
celular en medio rico YPD.

Finalmente, la produccién de alcohol isoamilico es menor en la cepa
T73uraleu que en la cepa T73ura (Tabla 14), independientemente del
plasmido que contenga. Estas diferencias podrian deberse a una
disminuciéon del “pool” de a-cetoisocaproato utilizado como
consecuencia de la ausencia del gen LEU2. La delecién del gen LEU2
interrumpe la ruta anabdlica hacia la sintesis de leucina, de manera
que el “pool” de a-cetoisocaproato tendra como tnica via de
procedencia la ruta catabdlica (Figura 2 apartado 3.1. de la
Introduccién). En este caso, podriamos deducir que la produccién de
alcohol isoamilico depende directamente de la cantidad de a-
cetoisocaproato disponible en la célula, al igual que el isobutanol
dependia de la cantidad de a-cetoisovalerato. Ademads, puesto que en
la sintesis de estos intermediarios 0-cetodcidos convergen dos rutas
metabolicas (Figura 2 apartado 3.1. de la Introduccién) podriamos
deducir también que la participacién de la ruta anabdlica, aunque
cuantitativamente menor, no es despreciable, ya que en presencia del
gen LEU2 la acumulacién de alcohol isoamilico aumenta (Tabla 14).
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A: ACETATO DE ISOAMILO

t (h) T73uraYEp T73uraYEpTHI3 T73uraleuYEp | T73uraleuYEpTHI3
7 0,00277 0,00171 0,00092 0,00088
24 0,06418 0,04807 0,04778 0,03234
48 0,04089 0,03069 0,05313 0,03120
73 0,02382 0,02288 0,04215 0,02314
B: ACETATO DE ISOBUTILO
t (h) T73uraYEp T73uraYEpTHI3 T73uraleuYEp T73uraleuYEpTHI3
7 0 0 0 0
24 0,00308 0,00317 0,00836 0,00715
48 0,00148 0,00150 0,00491 0,00366
73 0,00097 0,00116 0,00254 0,00199
C: ACETATO DE ETILO
t (h) T73uraYEp T73uraYEpTHI3 T73uraleuYEp T73uraleuYEpTHI3
7 0,088 0,075 0,045 0,025
24 2,069 1,793 2,985 2,946
48 3,099 3,169 5,515 4,684
73 3,591 3,308 6,502 5,334
D: ACETATO DE 2-FENILETILO
t (h) T73uraYEp T73uraYEpTHI3 T73uraleuYEp T73uraleuYEpTHI3
7 0,00892 0,00678 0,00652 0,00554
24 0,01837 0,01611 0,1872 0,01719
48 0,02295 0,02651 0,04848 0,03939
73 0,02560 0,03544 0,04639 0,03701
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E: ACETATO DE HEXILO

t (h) T73uraYEp T73uraYEpTHI3 T73uraleuYEp T73uraleuYEpTHI3
7 0,00009 0,00007 0,00009 0,00007
24 0,00013 0,00012 0,00009 0,00010
48 0,00013 0,00014 0,00017 0,00016
73 0,00023 0,00030 0,00031 0,00027

Tabla 17- Acumulacién de los ésteres acetato de isoamilo (A), acetato de isobutilo (B), acetato

de etilo (C), acetato de 2-feniletilo (D) y acetato de hexilo (E) en ppm y medio rico YPD de las
cepas T73uraYEp, T73uraYEpTHI3, T73uraleuYEp y T73uraleuYEpTHI3.

4.3. Conclusiones.

Atendiendo a los resultados obtenidos en este apartado, se
puede concluir que:

1. La sobreexpresion de la proteina Thi3p no tiene ningtin efecto en el

proceso de descarboxilacion del a-cetoisovalerato ni del 3-
fenilpiruvato hacia la sintesis de isobutanol (Tabla 13) o del 2-
feniletanol (Tabla 15), respectivamente. Nuestros datos coinciden
con los resultados obtenidos por otros autores (Dickinson et al.,
2003, Vuralhan et al., 2003), quienes sugieren que la especificidad
en el proceso de obtenciéon de los precursores aromaticos
alcoholicos, esto es alcohol isoamilico, isobutanol y 2-feniletanol,
reside en la reacciéon de descarboxilaciéon, siendo Pdclp, Pdc5p y
Pdc6p las proteinas responsables de descarboxilar el a-
cetoisovalerato (Dickinson et al., 1998), Arol0p (Ydr380w) la
enzima que desarboxila el 3-fenilpiruvato (Vuralhan et al., 2003) y
Thi3p la encargada de descarboxilar el «o-cetoisocaproato
(Dickinson et al., 1997) (Figura 26).
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2. La sobreexpresion del gen THI3 no afecta a los niveles de
acumulacién de alcohol isoamilico. La ausencia de efecto aunque
haya acumulacion del mensajero (Figura 38), y a pesar de que
Thi3p sea la descarboxilasa implicada casi exclusivamente en el
primer paso hacia la obtencién de alcohol isoamilico (Dickinson et
al., 1997; Dickinson et al., 2003), podria explicarse de distintas
formas.

En primer lugar es posible que la ausencia de efecto se deba a que
todo el alcohol sintetizado en exceso como consecuencia de la
sobreexpresion esté transformandose en acetato de isoamilo, en cuyo
caso detectarfamos un incremento en la acumulacién del éster de
acetato. Nuestros datos indican lo contrario (Tabla 16), por tanto esta
posibilidad no parece ser la explicacién a nuestros resultados. En
segundo lugar, es posible que la proteina Thi3p producida no sea
funcional como consecuencia de un error en la construcciéon del
plasmido sobreexpresante YEpTHI3 obtenido en este trabajo o
porque exista algtin proceso de regulacion post-traduccional que
impida su funcionalidad. En principio, consideramos que la primera
opcioén es poco probable ya que partimos de un vector centromérico,
pTTR5, cuyo fragmento de DNA de 3 kb clonado en su MCS y que
complementa la mutacién thi3 (Nishimura ef al., 1992), es digerido e
integramente subclonado en el vector episomal YEplac195. Aunque
se realizaron las comprobaciones pertinentes mediante restriccion y el
patron de bandas obtenido para YEpTHI3 fue el tedricamente
esperado, no se realiz6 la comprobacién por secuenciaciéon. Por tanto,
esta opcién aunque poco probable, no estd descartada.

Con respecto a la modificaciéon post-traduccional, la proteina Thi3p
cataliza el proceso de descarboxilacion y en su secuencia
aminoacidica se encuentra un dominio de unién para la tiamina, al
igual que Pdclp, Pdc5p y Pdc6p (Dickinson et al., 1997, y Hohmann
and Meacok 1998), por eso se la incluye en la familia de las
descarboxilasas. Pero a diferencia de éstas que necesitan el TPP como
cofactor, Thi3p se ha descrito como un sensor-activador del
metabolismo de la tiamina (Nishimura et al., 1992 y Burrows et al.,
2000), en el que la unién a TPP tiene una funcién reguladora sobre la
expresion de los genes implicados en el metabolismo de dicho
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cofactor. Hasta el momento se desconoce exactamente como funciona
el mecanismo molecular global que gobierna el metabolismo de la
tiamina en S. cerevisiae, pero se sabe que es muy complejo, altamente
regulado, esencial y que Thi3p junto con Thi2p y Pdc2p son
proteinas clave en este proceso. Teniendo en cuenta estas
consideraciones podemos suponer que la funcién reguladora es lo
suficientemente importante como para que la célula hubiese
desarrollado un mecanismo de control a nivel de la proteina. Dicho
control seria dependiente de las condiciones que afectasen al
metabolismo de la tiamina y, dejaria en un segundo plano la funcién
catalitica de Thi3p. Si esto fuese asi, por mucho que incrementdsemos
el namero de copias del gen THI3 no observariamos efecto en la
concentracién final de alcohol isoamilico, ya que el ntimero de
moléculas de Thi3p funcional podria no ser mayor en la cepa
sobreexpresante que en la cepa de referencia.

Finalmente, se podria asumir que la ausencia de efecto pudiese
deberse al “pool” de a-cetoisocaproato intracelular disponible. En la
bibliografia  encontramos algunas aproximaciones exitosas
encaminadas a obtener un incremento en la produccién de alcohol
isoamilico, (Hirata y Hiroi, 1991; Hirata et al., 1992, Eden et al., 2001,
Kodama et al., 2001, y Yoshimoto et al., 2002). Si nos detenemos a
analizar el disefio de dichas aproximaciones observamos que
comparten una misma particularidad ya que en todas las
modificaciones que se introducen, se altera el “pool” de a-
cetoisocaproato bien porque se sobreexpresan los genes LEU4 y
LEU2 (Hirata y Hiroi, 1991; Hirata et al., 1992), bien porque se
incrementa la cantidad transaminasa Bat2p (Eden et al., 2001 y
Yoshimoto et al., 2002) o bien porque se aumenta la concentracién de
la permeasa Bap2p presente en la membrana plasmatica (Kodama et
al., 2001) (Figura 2 apartado 3.1. de la Introduccién). En todas ellas se
incrementa la cantidad de a-cetoisocaproato disponible y se consigue
aumentar también la cantidad de alcohol isoamilico acumulado.
Nuestra estrategia por el contrario es una modificacién que altera el
mecanismo por debajo de este intermediario, por lo que el “pool” del
intermediario O-cetoisocaproato permanece invariable. Sin embargo
si que obtenemos diferencias en la produccién de este alcohol entre
una cepa que contiene el gen LEU2 (T73ura) y otra que lo tiene
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interrumpido (T73uraleu) (Tabla 14). Estas evidencias sugieren que el
a-cetodcido es el metabolito clave en la acumulacién de alcohol. Por
consiguiente, s6lo se conseguiria incrementar la producciéon de un
alcohol aromatico cuando se aumentara la cantidad de su
correspondiente 0-cetodcido. Si esta hipétesis fuese cierta, podriamos
concluir que la sobreexpresiéon de Thi3p no inducira ningtin efecto en
la acumulacién de acetato de isoamilo.

5. ESTRATEGIA 4: DELECION DE TRANSPORTADORES DE
AMINOACIDOS.

Los alcoholes aromaticos precursores de los ésteres de acetato de
interés en este trabajo forman parte del contexto metabdlico de los
aminodcidos, tal y como comentamos en el apartado 3.1.2 de la
Introduccién, puesto que sus rutas de sintesis son ramificaciones de
rutas biosintéticas de aminoacidos (Figura 2 apartado 3.1. de la
Introduccién). Otra posible estrategia encaminada a aumentar los
niveles de produccién de ésteres de acetato seria estimular las rutas
biosintéticas de las que proceden sus precursores alcohélicos
bloqueando la captacién de los aminoacidos presentes en el medio.
La delecion de los sistemas de percepciéon y/o de transporte de
aminodcidos podria ser una buena aproximacién para conseguir
dicho bloqueo.

Dada la disponibilidad de una amplia coleccién de cepas de levadura
de laboratorio mutantes en los sistemas de percepciéon y/o de
transporte de aminoacidos, nuestro propdsito en este trabajo fue
encontrar mutantes cuya capacidad de incorporar aminoacidos del
medio, en particular leucina, valina y fenilalanina estuviese casi o
totalmente anulada. En caso de encontrar mutantes con el fenotipo
adecuado, se podria verificar si dicho bloqueo supone la
sobreactivacion de alguna de las rutas anabolicas de dichos
aminoacidos. En el supuesto de que estos mutantes presentasen un
flujo mayor en las rutas biosintéticas de estos metabolitos, podria
ocurrir que fuesen mayores productores de precursores alcoholicos

(alcohol isoamilico, isobutanol y 2-feniletanol) y quizas también, de
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sus correspondientes ésteres de acetato (acetato de isoamilo, de
isobutilo y de 2-feniletilo).

Para comprobar dicha hipétesis, se realizé un escrutinio en cepas de
laboratorio mutantes en los distintos sistemas de percepcion y de
transporte de aminodcidos. A fin de facilitar la lectura de este
apartado, las cepas analizadas aunque también se incluyen en la
Tabla 4, se muestran en la Tabla 18. El rastreo se centr6 en tres tipos
de ensayos. En primer lugar un test de crecimiento en medio sélido
afiadiendo leucina como tnica fuente de nitrégeno. En segundo lugar
la determinacién de la cantidad de leucina que la célula es capaz de
transportar cuantificando la cantidad de leucina radiactiva
incorporada. Finalmente se abord¢ la cuantificacion de leucina
interna mediante andlisis HPLC. La metodologia y procedimiento de
los tres tipos de ensayos realizados se describe en el apartado 4.3. de
Materiales y Métodos.

Controles positivos Control negativo

51278b | 23.344c (urad) FGY145 (ura3-52 shr3A6)

Mutantes dobles

34.000b (ura3Assyl) H 30.629c (ura3Agapl)

Mutantes triples

FAO10 EkO41 30.633c
(ura3AgaplAssyl) (ura3AgaplAgnpl) (ura3AgaplAagpl),
Mutantes multiples

Ivu3al IVU301 Ivu3lil JA248
(ura3Agapl A (ura3 Agapl A | (ura3 Agapl A
(ura3Agapl
gnplAagpl A gnplAagpl A gnplAagpl A Agnplhagpl)
tatl) bap2) bap3) snp-oagp
Ivu3sl! VU411 MNO043 MNO78
(ura3Agapl A (ura3Agapl A (ura3Agapl A (ura3Agapl AgnplA
gnplAagpl A gnplAagpl A gnplAagpl A agpl Abap2Abap3 A
tat2) ptr2) bap2Abap3) tatl)

Tabla 18: Cepas analizadas, en este apartado.
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5.1. Capacidad de incorporacion de leucina.

El test de crecimiento en medio sélido se realizé con el objetivo de
conocer el efecto de cada mutacién en los diversos sistemas de
percepcion y de transporte de aminodcidos con respecto a la
capacidad de reconocer e incorporar la leucina como tnica fuente de
nitrégeno. Para obtener esta informacion las células se cultivaron en
placas de medio minimo MM al que se ahadi6 leucina a distintas
concentraciones, desde 1 mM a 10 mM, y se incubaron a 30 °C
durante un maximo de seis dias (apartado 2.1.4. de Materiales y
Métodos).

El rango de concentraciones de leucina elegido delimita el intervalo
donde un defecto en el crecimiento puede atribuirse a posibles
alteraciones en la utilizacién de este aminoacido, concretamente, en lo
referente a su reconocimiento e internalizacién, provocadas por las
mutaciones introducidas (Iraqui et al., 1999b). En este sentido, 1 mM
es el umbral minimo por debajo del cual no se observa crecimiento, es
decir, independientemente de la mutacién no hay suficiente cantidad
de sustrato para que la célula pueda incorporarlo y utilizarlo como
fuente de nitrégeno. Por el contrario, 10 mM es el umbral maximo
establecido a partir del cual siempre hay crecimiento y en el que
independientemente de la mutacién introducida, la célula es capaz de
crecer porque la cantidad de sustrato es tan elevada que el
crecimiento no estard comprometido debido a la redundancia y baja
especificidad de los mecanismos de transporte de aminodacidos. Cabe
sefialar que dentro de este intervalo es posible establecer una
correlaciéon entre crecimiento y efecto de la mutacién siempre y
cuando las mutaciones introducidas afecten exclusivamente a los
sistemas de percepciéon y/o de transporte a nivel de la membrana
plasmatica.

El ensayo se realizé sobre las cepas anteriormente descritas (Tabla
18). Como controles positivos del test de crecimiento se utilizaron las

cepas 21278b y 23.344c (ura3) que no presentan ninguna mutacién
en las permeasas. Como control negativo, se utiliz6 la cepa FGY145
(ura3-52 shr306) que presenta una mutacion en la carabina del
reticulo endoplasmatico Shr3p que anula la capacidad de la célula
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para reconocer e incorporar aminodcidos (Ljungdahl et al., 1992;
Gilstring et al., 1995).

Los resultados obtenidos en el ensayo de crecimiento que se
muestran en la Figura 41 y permiten concluir que existen tres tipos de
fenotipos que se detallan a continuacion.

Fenotipo I (Figura 41, (¥)), relativo a cepas mutantes que crecen igual

que los controles positivos 21278b y 23.344c (ura3). Su crecimiento
es independiente de la cantidad de leucina presente en el medio. En
este grupo se incluyen los mutantes simples, ura3Agap1, ura3Assyl, y
el doble mutante ura3AgaplAgnpl. Este fenotipo de independencia
sugiere que en estos mutantes la célula conserva la capacidad de
reconocer e incorporar leucina. Posiblemente la presencia de otras
permeasas como Agplp, Bap2p o Tatlp entre otras, es suficiente para
compensar la ausencia de las permeasas generales Gaplp y Gnplp y
del sistema sensor SPS que incluye la proteina Ssylp (Iraqui et al.,
1999a y 1999b).

Fenotipo Il (Figura 41, (*¥)), consistente en cepas mutantes que
crecen poco a bajas concentraciones de leucina pero que a medida
que aumenta la cantidad de sustrato en el medio aumentan su
crecimiento, hasta alcanzar un valor de concentracion a partir del cual
dicho crecimiento se mantiene. Se incluirian en este grupo el doble
mutante 30.633c (ura3 Agapl Aagpl), el triple JA248 (ura3 Agapl A
gnpl Aagpl), y los mutantes maltiples IVU301 (ura3 Agapl Agnpl A
agpl Abap2), IVU311 (ura3 Agapl Agnpl Aagpl Abap3), IVU321
(ura3 Agapl Agnpl Aagpl Atatl), IVU411 (ura3 Agapl Agnpl Aagpl
Aptr2), MNO43 (ura3 Agapl Agnpl Aagpl Abap2 Abap3), y MNO78
(ura3 Agapl Agnpl Aagpl Abap2 Abap3 Atatl). En este fenotipo el
crecimiento se ve comprometido a medida que se acumulan las
deleciones en las permeasas, pero la dependencia desaparece al
incrementar la cantidad de leucina en el medio. Esta caracteristica
fenotipica dependiente de la concentracion de sustrato sugiere que
sigue habiendo transporte aunque con baja afinidad, de manera que a
altas concentraciones de sustrato, aunque queden pocas permeasas en
la membrana plasmatica y sean de baja afinidad para la leucina, las
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que hay son suficientes para asegurar el crecimiento. Por tanto, la
supervivencia celular sélo se vera afectada cuando las condiciones
sean extremas, esto es, baja concentracion de sustrato combinada con
la falta de funcionalidad del sistema sensor SPS y/o la ausencia de las
permeasas generales de gran capacidad como Gaplp, Agplp, Gnplp
y de las especificas con alta afinidad como Bap2p, Tatlp, Bap3p o
Ptr2p (Iraqui et al. 1999a y 1999b).

Fenotipo III (Figura 41 (**¥)), correspondiente a cepas que no crecen
independientemente de la cantidad de leucina en el medio. Dentro de
este grupo se incluirian el control negativo FGY145 (ura3-52shr3A6),
cuya membrana plasmética carece de transportadores de
aminoécidos, y la cepa mutante FAO10 (ura3AgaplAssyl) donde los
genes que codifican la permeasa general Gaplp y el sensor Ssylp han
sido eliminados. En ambos casos la célula es incapaz de reconocer la
presencia de leucina en el medio y/o es incapaz de incorporarla. La
ausencia de crecimiento en el mutante ura3AgaplAssyl
probablemente se deba a un problema de percepciéon y/o
transduccion de la sefial (Didion et al., 1996 y 1998; Iraqui et al. 1999a
y 1999b).

Los resultados obtenidos con el test de crecimiento indican que de

todas las cepas mutantes ensayadas solo la cepa FAO10 (ura3AgaplA
ssyl) presenta un fenotipo en el que los mecanismos de percepciéon
y/o transporte de leucina estan casi o totalmente anulados.
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C: ura3-52
shr3h 6

wt: I 1278b*

uraB*

ura3 gapl
gpnl*

ura3 gapl
gpnl agpl*’F

Figura 41: Capacidad de incorporar leucina como unica fuente de nitrégeno. Se compara el
crecimiento en medio minimo (MM) a distintas concentraciones de leucina de las cepas control
21278b y ura3 con cepas que presentan simples, dobles o multiples mutaciones en los genes

que codifican permeasas de aminoacidos. (*); (**);(***). 141
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Leu 1ImM Leu2mM Leu3mM Leu 5mM Leu 10mM

V

C: ura3-52
shr3a 6%**

ura3 gapl

ssyl Fkk

ura3 gaplgnpl
agpl bapz**

ura3 gaplgnpl
agpl baps**

ura3 gaplgnpl
agpl tat1**

ura3 gaplgnpl

ura3 gaplgnpl
agpl bap2
bap3**

ura3 gaplgnpl
agpl bap2 bap3
tat1**

Figura 41I: Continuacién. (*) Crecimiento no dependiente de la cantidad de leucina en el
medio. Crecimiento dependiente de la cantidad de leucina en el medio (**). Ausencia de
crecimiento (***).

142




CEPAS SOBREPRODUCTORAS DE ESTERES DE ACETATO

5.2. Transporte de leucina

Considerando los resultados obtenidos en el apartado anterior se
determiné el transporte de leucina en el doble mutante ura3AgaplA
ssyl en comparacién con la cepa control ura3 y los mutantes simples
ura3Agapl y ura3Assyl. El objetivo de este analisis fue comprobar si
la ausencia de crecimiento observada en el test de crecimiento se
correspondia con una dificultad real en el transporte de este
aminoacido.

La cuantificaciéon del transporte se realizé utilizando distintos tipos
de compuestos nitrogenados como fuente de nitrégeno atendiendo a
la capacidad de asimilacién y a los posibles efectos que ejercen en el
metabolismo celular (Cooper, 1982; Wiame et al., 1985; Hinnebusch,
1992; Magasanik, 1992). Los medios de cultivo empleados fueron
medio con amonio (MA), medio con prolina (MP), medio con una
mezcla de aminodcidos excepto leucina (MC), y medio con
aminoacidos y amonio (MCA) (apartado 2.1.4 de Materiales y
Métodos). En todos los experimentos el cultivo se realizé a 30 °C
hasta alcanzar la fase exponencial (DOesy 0,4-0,6) y entonces, se
suministré un pulso de leucina marcada radiactivamente (L-[U-"C]
Leucina) a una concentracién de 100 uM tal y como se describe en el
apartado 4.3.1. de Materiales y Métodos. A esta concentraciéon la
célula es capaz de incorporar el aminoacido sin llegar a saturaciéon
(ver cepa control ura3 (") en las Figuras 42 a 45). Este estado de falta
de saturacién, nos permite detectar alteraciones de la permeabilidad
celular para la leucina en los distintos mutantes.

Los resultados obtenidos para las cepas 23.344c (ura3), 30.629c
(ura3Agap1), 34.000b (ura3Assyl) y FAO10 (ura3AgaplAssyl) en las
condiciones analizadas se muestran en las Figuras 42 a 45. Como se
puede observar en dichas graficas, el perfil de acumulacién, y por
tanto el transporte para la leucina en cada uno de los mutantes varia
en funcién de la fuente de nitrégeno utilizada, pudiéndose diferenciar
dos tipos de comportamiento claramente dependientes de Ila
presencia o ausencia de amonio en el medio. En ausencia de amonio,
es decir, en ausencia de una fuente de nitrégeno de facil asimilacion

143



CAPITULO 2

(medios MP y MC), la célula incorpora de una forma répida y
transitoria una gran cantidad de leucina radiactiva que decae hasta
alcanzar un valor estable en las cepas mutantes ura3 (") y ura3Assy1
(*) (Figuras 43 y 44). Sin embargo, en presencia de esta fuente
nitrogenada (medios MA y MCA), el transporte de leucina para estos
mismos mutantes (ura3 (") y ura3Assyl (™"))se da a una velocidad
mas o menos constante en el tiempo (Figuras 42 y 45). Este ultimo
comportamiento, se observa independientemente de la fuente de
nitrégeno en las cepas ura3Agapl () y ura3AgaplAssyl (-@-)
(Figuras 42 a 45). El hecho de que este fenémeno de rapida captacion
de sustrato ocurra sélo en condiciones de falta de NCR y el que la
cepa mutante ura3Agapl (-8) en las mismas circunstancias no siga el
mismo perfil cinético de transporte (Figura 43 cinética de
acumulacion para la cepa ura3Agapl (4#)), sugiere que la permeasa
Gaplp podria estar implicada en dicho comportamiento. En medio
MC, el mutante ura3Agapl () si muestra un pico, aunque éste es
menos acusado (Figura 43 cinética de acumulacién para la cepa ura3A

gapl (-)).
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Figura 42: Acumulacién de leucina tras un pulso de este aminodcido a una
concentracion final de 100 pM a cultivos creciendo en medio con amonio como
tnica fuente de nitrégeno (MA). Cepas ensayadas: control ura3 (), mutantes ura3A
gapl (), ura3Assyl () y ura3AgaplAssyl ().
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Figura 43 Acumulacién de leucina tras un pulso de este aminoicido a una
concentracién final de 100 puM a cultivos creciendo en medio con prolina como
unica fuente de nitrégeno (MP). Cepas ensayadas: control ura3 (), mutantes ura3A
gapl (), ura3Assyl () y ura3AgaplAssyl ().

Hasta el momento desconocemos las razones por las cuales en estas
condiciones la leucina es incorporada de esta forma. Tampoco
conocemos la forma en que contribuye la permeasa general en este
proceso. Sin embargo, se puede afirmar que la leucina esta siendo
incorporada ya que se detecta radiactividad intracelular (Figuras 43 y
44). También se puede afirmar que la caida de radiactividad
incorporada que se observa en el transcurso del ensayo no es debida a
un proceso de excrecion, ya que al cuantificar la cantidad de leucina
externa no se observa un aumento de la concentraciéon residual de
leucina en el medio sino una disminucién (Figura 46). Estos
resultados sugieren que posiblemente la leucina internalizada durante
los primeros 15 min del ensayo sea rapidamente transformada en otro
metabolito que sale al exterior celular.
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Figura 44: Acumulacién de leucina tras un pulso de este aminodcido a una
concentracion final de 100 pM a cultivos creciendo en medio con aminodcidos
excepto leucina como unica fuente de nitrégeno (MC). Cepas ensayadas: control
ura3 (), mutantes ura3Agapl (), uradAssyl () y ura3AgaplAssyl ().

Al margen de estas evidencias y atendiendo a los resultados
obtenidos observamos que los mutantes ura3Assy1 (") y ura3Agapl
Assyl (-@) presentan una permeabilidad menor para el aminoacido
leucina que la cepa control ura3 (™) puesto que la cantidad de
leucina marcada radiactivamente que se incorpora es menor durante
toda la cinética de acumulacién (observar la cinética de transporte
para ambas cepas en las Figuras 42 y 45, simbolos () y (-@-)). Cabe
destacar que la disminucion del transporte de leucina para el mutante
simple ura3Assyl () es observable tGnicamente en medios con
amonio (MA, MCA) en los que la permeasa general Gaplp esta
reprimida por NCR. En condiciones de desrepresion de Gaplp, el
efecto de la mutaciéon Assyl sobre el transporte de leucina no es
apreciable ya que Gaplp no es dependiente de Ssylp (Iraqui et al.,
1999a y 1999b) y permite un transporte generalizado de aminoéacidos.
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En el mutante simple ura3Agapl el trasporte de leucina es similar a la
cepa control ura3 en condiciones de represiéon (medios MA y MCA)

(Figuras 42 y 45 simbolos (ura3 (

) y ura3Agapl (-#)). Sin embargo,

en condiciones de no represién (medio MP y MC) la cinética de
transporte para el mutante ura3Agapl difiere respecto a la obtenida
para la cepa control. En estas condiciones el perfil del transporte se
asemeja al del mutante ura3Assyl () (Figuras 43 y 44, comparar

simbolos ura3Assyl () y ura3Agapl (

).
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Figura 45 Acumulacién de leucina tras un pulso de este aminoicido a una
concentracion final de 100 pM a cultivos creciendo en medio con aminodcidos
excepto leucina y amonio como unica fuente de nitrégeno (MCA). Cepas ensayadas:
control ura3 (), mutantes ura3Agapl (), ura3Assyl () y ura3AgaplAssyl ().
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Figura 46: Cromatograma resultante de la cuantificacién mediante andlisis de HPLC
de la leucina externa residual en el caldo de cultivo durante la cinética de
acumulacién tras un pulso de leucina a cultivos creciendo en medio MP como unica
fuente de nitrégeno. Como se observa en la grafica, el pico de seiial registrado por el
cromatdgrafo correspondiente con el tiempo de retencién del aminodcido leucina,
disminuye con del tiempo.

De los resultados obtenidos en este apartado podemos concluir que
independientemente de las caracteristicas del medio de cultivo, la
cepa ura3AgaplAssyl (-@) transporta menos leucina al interior
celular que la cepa control. Asi mismo, podemos afirmar que la
ausencia de crecimiento de la cepa ura3AgaplAssyl en medios con
leucina como tnica fuente de nitrégeno se corresponde con una
dificultad real para la permeabilidad del aminoacido leucina vy,
ademads, que este efecto es consecuencia de la mutacién Assyl. Por
tanto, la ausencia de la proteina Ssylp acoplada a la inactividad de
Gaplp anula practicamente la capacidad de la célula para percibir la
presencia de leucina en el medio.
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5.3. Cuantificacion del “pool” de leucina mediante analisis HPLC.

Una vez analizado el transporte de leucina, se cuantificé la
concentracién interna de aminoécidos, especialmente la de leucina, en
los mutantes ura3Agapl, ura3Assyl y ura3AgaplAssyl respecto de la
cepa control ura3. El objetivo de este analisis fue comprobar si las
dificultades en el transporte de leucina de los mutantes ura3Assy1l y
ura3AgaplAssyl en presencia de amonio se reflejan en el contenido
intracelular de leucina, y si dicho contenido revela alguna
informacion sobre la mayor o menor actividad de la ruta biosintética
de leucina.

En este caso los medios de cultivo empleados fueron medio rico YPD
y medios MCA 100 o MCA 20. La concentracién de 100 pM garantiza
un estado de falta de saturaciéon con respecto a la permeabilidad de la
leucina, ya que a esta concentracién las alteraciones en el transporte
de leucina pueden correlacionarse con variaciones en la actividad y
afinidad de las permeasas. La posible existencia de diferencias en los
niveles intracelulares de leucina podrian correlacionarse también con
deficiencias en los sistemas de percepcién y transporte de
aminodacidos y con efectos indirectos sobre las rutas de biosintesis de
los mismos. Por el contrario, la concentracion de 20 mM establece un
estado de saturacién global ademés de ser la cantidad de leucina que
se encuentra en medio rico YPD (Tabla 19).

mmol deaa/L
Leucina Valim Isoleucima Fenilalanina
19,19 12,18 8,40 7,68

Tabla 19: Cuantificacién mediante anélisis HPLC de la concentracién de
leucina, valina, isoleucina, y fenilalanina presentes en medio YPD.

En los distintos medios de cultivo, el crecimiento celular se realizé a

30 °C con agitacion orbital a una velocidad de 200 rpm. La
cuantificaciéon de la leucina interna se llevd a cabo en células
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procedentes de la fase exponencial (DOsp: 0,4-0,6) y estacionaria
(DOgoo: 1,5-2) de crecimiento.

La cuantificacién de leucina interna en unidades de concentracién
(nmol/mg proteina) para el conjunto de cepas analizadas en las
condiciones descritas se muestra en la Figura 47 y en las Tablas 20 a
25. En los resultados obtenidos se observa que la cantidad de leucina
interna varia en funcién de las condiciones del medio de cultivo en
que se realice el ensayo.

En medio rico YPD (ver Figura 47 panel C, Tablas 20 y 21) el “pool”
de leucina interna en fase exponencial en el mutante ura3Agapl es
semejante al de la cepa control ura3, posiblemente como consecuencia
de un proceso NCR, ya que la proteina Gaplp se reprime en medios

con fuente de nitrégeno de facil asimilacion como es el caso del
medio rico YPD.

nmol(mg protefma)!
Leucina Valim Isoleucima Fenilalanina
ura3 26,10 33,52 21,97 12,10
gapl 2949 40,76 24,43 13,76
ssyl 20,46 35,85 16,36 6,66
gaplssyl 22,49 30,85 15,00 7,04

Tabla 20: Cuantificacién mediante analisis HPLC de la concentracién de
leucina, valina, isoleucina y fenilalanina interna en medio rico YPD de
cultivos creciendo en fase exponencial.

Cabe sefialar que este mismo efecto también se observa en el “pool”
de los aminoéacidos isoleucina y fenilalanina (Tabla 20). Sin embargo,
en los mutantes ura3Assyl y ura3AgaplAssy1 la cantidad de leucina
interna en estas mismas condiciones (Figura 47), es similar entre ellos
aunque ligeramente menor en comparacion a la cantidad obtenida en
la cepa control (Tabla 20).
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Respecto al “pool” de leucina celular en fase estacionaria (Figura 47,
Tabla 21), se observa que al igual que en fase exponencial la cantidad
de aminoacidos en el interior celular de las cepas ura3Assyl y ura3A
gaplAssyl es menor que en la cepa de referencia. Ademas, los niveles
de leucina, valina, isoleucina y fenilalanina cuantificados en la cepa
ura3Agapl en estas mismas condiciones son mayores respecto a los
de la cepa control (comparar Tablas 20y 21).

nmol(mg protefra)
Leucina Valim Isaleucima Fenilalanina
ura3 41,44 39,36 28,81 17,15
gapl 57,95 51,97 36,90 22,28
ssyl 28,63 33,10 25,40 12,56
gaplssyl 32,04 27,82 17,16 11,73

Tabla 21: Cuantificacién mediante analisis HPLC de la concentracién de
leucina, valina, isoleucina y fenilalanina interna en medio rico YPD de
cultivos creciendo en fase estacionaria.

Asimismo, al comparar la cuantificacion del “pool” interno de
aminodcidos en las distintas fases del crecimiento celular
comprobamos que, para todas las cepas analizadas, la concentraciéon
de aminoacidos almacenada en fase estacionaria es cuantitativamente
mayor que en fase exponencial (Figura 47 panel C, comparar Tablas
20 y 21). Posiblemente esto sea debido a que en la fase exponencial
del crecimiento celular la velocidad de consumo de aminoacidos es
mayor debido al incremento en la demanda de aminoacidos dirigida
a la obtencién de biomasa celular.
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Figura 47. Cuantificacién de leucina interna mediante anélisis de HPLC en distintos
medios y etapas del crecimiento celular. Cepas ensayadas: cepa control ura3 (); cepas
mutantes ura3Agapl (), ura3Assyl () y ura3AgaplAssyl (). Panel A: medio MCA 100.
Panel B: medio MCA 20. Panel C: medio rico YPD. Cuantificacién en fase

exponencial en barras lisas; cuantificacién en fase estacionaria en barras rayadas.
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En medio MCA 20, al contrario que en medio rico YPD (ver Figura 47
panel B, Tablas 22 y 23) el “pool” intracelular de aminoécidos en fase
exponencial es cuantitativamente mayor que en fase estacionaria
(comparar Tablas 22 y 23; comparar panel B y C de la Figura 47).

nmol mg protefra!
Leucina Valim Isoleucima Fenilalanina
ura3 167,43 50,08 22,09 13,46
gapl 270,02 56,00 24,74 10,65
ssyl 242,61 63,93 26,14 12,03
gaplssyl 277,44 64,91 20,36 9,58

Tabla 22: Cuantificacién mediante andlisis HPLC de la concentracién de
leucina, valina, isoleucina y fenilalanina interna en medio MCA 20 de
cultivos creciendo en fase exponencial.

nimol (mg prote{ra)™
Leucina Valima Isaleucima Fenilalanina
ua3 30,69 4659 2275 13,73
gapl 38,88 5428 23,46 13,53
ssyl 2683 40,05 1974 11,46
gaplssyl 3558 5739 27,30 14,84

Tabla 23: Cuantificacién mediante anélisis HPLC de la concentracién de
leucina, valina, isoleucina y fenilalanina interna en medio MCA 20 de
cultivos creciendo en fase estacionaria.

Teniendo en cuenta que el metabolismo celular en fase exponencial es
mas activo desde el punto de vista de la produccién de biomasa, el
resultado esperable, al menos para la cepa control ura3, seria que el
“pool” durante este periodo de crecimiento exponencial fuese menor,
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al igual que en medio rico YPD (ver Figura 47 panel C, comparar
Tablas 20 y 21). Sin embargo, las propiedades nutricionales del
medio MCA 20 no son totalmente comparables con las del medio rico
YPD excepto para la cantidad de leucina presente que, en ambos
casos, es aproximadamente de 20 mM. Para el resto de aminoécidos
la concentracién inicial tedrica en medio MCA 20 comparada con la
cantidad cuantificada en medio YPD (Tabla 19 y composiciéon del
medio apartado 2.1.4 de Materiales y Métodos) es tres 6rdenes de
magnitud inferior. Por tanto podriamos pensar en base a la
permeabilidad de los transportadores, que las diferencias observadas
en el “pool” intracelular en las distintas condiciones analizadas son
un reflejo de las propiedades intrinsecas del medio, ya que la
concentracién de leucina inicial en medio MCA 20 es muy elevada en
comparaciéon a la concentracion del resto de aminoacidos. Por
consiguiente seria posible que la competitividad por sustrato en los
transportadores estuviese practicamente anulada debido a un efecto
de saturaciéon de leucina. Por el contrario, en medio YPD si que es
probable que exista competitividad por sustrato dado que todos los
aminodcidos se encuentran en el mismo orden de magnitud de
concentraciéon. Esta suposiciéon podria explicar porque en medio
MCA 20 el pool intracelular en fase exponencial para la cepa control
es mayor que en fase estacionaria.

Por otro lado, los datos obtenidos en estas condiciones indican que no
es posible establecer una correlacién entre las mutaciones
introducidas, la cantidad de aminoacido intracelular cuantificado y
las distintas fases de crecimiento. En fase exponencial los mutantes,
ura3Agapl, ura3Assyl y ura3AgaplAssyl presentan un pool interno
de leucina mayor que la cepa control ura3 (Tabla 22). Sin embargo, en
fase estacionaria so6lo el mutante simple ura3Assyl muestra un pool
interno de leucina menor al de la cepa ura3. Para el resto de
mutantes, los valores obtenidos son muy similares a los de la cepa de
referencia (Tabla 23).
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En referencia a los resultados obtenidos en medio MCA 100 (Figura
47 panel A, Tablas 24 y 25) podemos destacar que la cantidad de
leucina interna cuantificada en los mutantes simples ura3Agapl y
ura3Assyl se mantiene mas o menos constante y los valores
alcanzados son similares a los de la cepa control independientemente
de la fase de crecimiento (Tablas 24 y 25). Sin embargo, en el doble
mutante ura3AgaplAssyl el “pool” intracelular de leucina con
respecto a la cepa control es muy similar en fase exponencial pero
mayor en fase estacionaria (comparar Tablas 24 y 25).

rmol(mg protefra) !
Leucina Valim Isoleacima Fenilalanina
ura3 27,37 48,32 25,06 10,77
gapl 32,68 52,22 19,32 9,10
ssyl 30,52 60,80 28,83 11,10
gaplssyl 2456 63,48 23,45 9,68

Tabla 24: Cuantificacién mediante andlisis HPLC de la concentracién de
leucina, valina, isoleucina y fenilalanina interna en medio MCA 100 de
cultivos creciendo en fase exponencial.

nmol(mg protefma)
Leucina Valim Isdlexcima Fenilalanina
ura3 109,20 36,55 23,63 12,39
gapl 111,84 32,46 18,32 9,54
ssyl 116,54 41,42 22,86 11,74
gaplssyl 153,59 46,60 21,01 11,29

Tabla 25: Cuantificacién mediante andlisis HPLC de la concentracién de
leucina, valina, isoleucina y fenilalanina interna en medio MCA 100 de
cultivos creciendo en fase estacionaria.
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El hecho de que el mutante simple ura3Agapl se comporte de forma
similar a la cepa control es un resultado esperado, ya que la sintesis
de Gaplp se reprime por amonio, por tanto el fenotipo de ambas
cepas debe ser el mismo (comparar la cantidad de leucina en Tablas
24 y 25). Sin embargo, desde el punto de vista de la permeabilidad de
la leucina, no era previsible que el “pool” de leucina interna en el
mutante ura3Assyl fuese similar al de la cepa control ura3 (comparar
la cantidad de leucina en Tablas 24 y 25). Por el contrario se deberia
producir un “pool” semejante al del doble mutante como ocurre en
medio rico YPD (Tablas 20 y 21) e incluso la disminucién deberia ser
mas significativa que en medio rico, sobre todo en fase de crecimiento
exponencial, por varias razones. En primer lugar porque segin los
ensayos de acumulacién anteriores, ambas cepas ura3Assyl y ura3A
gaplAssyl tienen mermada la capacidad para transportar leucina
(Figura 45) respecto a las cepas ura3 y ura3Agapl, por tanto, deberian
incorporar menos cantidad de sustrato. En segundo lugar porque en
las condiciones ensayadas (medio MCA 100), la cantidad de leucina
externa es aproximadamente tres 6rdenes de magnitud inferior a la
cantidad de leucina presente en medio YPD o en medio MCA 20
(Tabla 19 y composiciéon del medio apartado 2.1.4 de Materiales y
métodos) y por consiguiente, no se establece un estado de saturaciéon
que pudiera explicar una incorporacioén adicional de leucina.

En cualquier caso, independientemente de las diferencias obtenidas y
descritas en los distintos ensayos realizados, el hecho de que la célula
sea capaz de mantener un reservorio de leucina citosdlica y, por
extension de valina, isoleucina y fenilalanina (Figura 47 paneles A, B,
C; Tablas 20 a 25), en aquellos mutantes que carecen del sensor Ssylp
sugiere que o bien la célula es capaz de transportarlos via otras
permeasas cuya expresion no estd regulada por Ssylp, o bien los
sintetiza. Como consecuencia de los resultados obtenidos, ambas
hipétesis serian factibles. La primera porque en cualquiera de los
medios utilizados en este experimento (YPD, 20 o MCA 100) hay
aminodcidos y en algunas condiciones, particularmente el
aminoacido leucina, se encuentran a concentraciones elevadas. Por
tanto seria posible que la cantidad de leucina interna detectada en
todas las cepas analizadas procediese del exterior celular, inclusive
para las cepas ura3Assyl y ura3AgaplAssyl. A pesar de que estos
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mutantes dispongan de un escaso nimero de permeasas generales, ya
que Ssylp controla la expresion de Agplp, Gnplp, Bap2p, Bap3p,
Tatlp, Tat2p, Gnplp (Iraqui, et al. 1999a y 1999b) y Gaplp esta
inactiva por la presencia de amonio, es posible que la capacidad de
transportar leucina, en estas cepas, no esté totalmente anulada puesto
que disponen de otras permeasas, seguramente de menor afinidad,
capaces de incorporar leucina tal y como lo indican los resultados del
test de crecimiento (Figura 41).

La segunda hipétesis es también factible porque en caso de que el
“pool” intracelular de leucina en los mutantes ura3Assy1 y ura3Agapl
Assyl no procediese del exterior celular, es decir, que la leucina no
estuviera siendo incorporada tal y como sugieren los experimentos de
transporte y acumulacién (Figura 45), la explicacion mas plausible
seria que la célula tuviera activada la ruta de biosintesis y, por
consiguiente, los estuviera produciendo. En este caso el flujo de la
ruta biosintética de la leucina en los mutantes ura3Assyl y ura3Agapl
Assy1 seria mayor.

Para intentar esclarecer cual de las dos hipotesis era mas probable, se
determiné la cantidad de leucina no incorporada (leucina externa) en
medio MCA 100. Para ello se realizaron en paralelo dos experimentos
de transporte en los que se afadié leucina radiactiva para determinar
la leucina interna resultante del transporte a modo de control, o
leucina fria para determinar la leucina externa que no es incorporada
y la leucina intracelular en las distintas fases de crecimiento. Cabe
sefnalar que se escogieron estas condiciones y no otras porque son las
mismas condiciones en las que se realizaron los experimentos de
transporte y porque la cantidad de leucina presente en el medio MCA
100 es lo suficientemente elevada como para poder determinar
cambios atribuibles a las modificaciones introducidas y también lo
suficientemente baja para ser detectada de una forma directa sin
manipular la muestra. Los valores resultantes de la cuantificaciéon de
leucina interna y externa en fase exponencial y fase estacionaria se
muestran en la Figura 48.
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Figura 48: Cuantificacién mediante andlisis HPLC de la concentracién de leucina
interna en las células (barras lisa) y externa en el sobrenadante (barras rayadas) en 1
mL de cultivo creciendo en medio MCA 100. Panel A: Fase exponencial. Panel B:
Fase estacionaria. Cepas ensayadas: control ura3 (), y mutantes ura3Agapl (), ura3A
ssyl () y ura3AgaplAssyl ().

Con los valores obtenidos se calcul6 el porcentaje de leucina
incorporada, consumida y almacenada de las cepas ura3, ura3Agapl,
ura3Assyl y ura3AgaplAssyl en las distintas fases del crecimiento
celular (Tablas 26 y 27). La determinacién de los distintos porcentajes
se realiz6 tal y como se indica en el apartado 4.3.2. de Materiales y
Métodos.
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Concentracién de Leucim (%)
Cepa Noincorporada Incorporada almacemada
ura3 11,35 88,65 6,5
gapl 23,82 76,18 6,98
ssyl 62,64 37,36 14,4
gaplssyl 62,50 37,5 10,89

Tabla 26: Porcentajes de la concentracién de leucina en medio
MCA 100 y fase exponencial.

Concentracién de Leucim (%)
Cepa Noincorporada Incorporada almacemada
ura3 27,29 72,71 52,96
gapl 17,57 82,43 46,91
ssyl 58,56 41,44 95,56
gaplssyl 57,21 42,79 127,72

Tabla 27: Porcentajes de la concentracién de leucina en medio MCA 100 y
fase estacionaria.

Los datos obtenidos confirman que las cepas ura3Assyl, ura3AgaplA
ssy1l transportan al menos un 40% menos de leucina y, a pesar de ello,
la cantidad de aminoédcido que se encuentra en sus reservorios es
aproximadamente el doble que en las cepas control ura3 y ura3Agapl,
independientemente de la fase de crecimiento (ver Tablas 26 y 27).
Este resultado sugiere que al menos en estas condiciones, en estos
mutantes, ura3Assyl, ura3AgaplAssyl, aunque no hay transporte, el
flujo de la ruta biosintética de la leucina debe ser mayor que en las
cepas de referencia (Figura 45; Tablas 26 y 27).
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5.4. Conclusiones.

Atendiendo a los resultados obtenidos en los tres tipos de
ensayos realizados podemos concluir que:

1. La cepa FAO10 (ura3AgaplAssyl) seria la candidata ideal para
conseguir bloquear la entrada de aminoacidos en el medio y de
este modo forzar un estado de sobreactivacion de la ruta
biosintética, es decir, obligar a la célula a incrementar el flujo
metabdlico de la sintesis de leucina.

2. Adn habiendo encontrado un mutante cuyo fenotipo se ajusta a
nuestro propodsito inicial, existen una serie de argumentos que
limitan la aplicacion biotecnolégica de esta estrategia.

En primer lugar, la concentracion de ésteres y alcoholes en las
condiciones de medio ensayadas en todas las experiencias anteriores
no es cuantificable con las técnicas analiticas utilizadas en este trabajo.
Posiblemente, los medios de cultivo utilizados son nutricionalmente
tan pobres que la cantidad de ésteres volatiles y alcoholes aromaticos
que se sintetizan no sobrepasan el umbral de deteccion de la
metodologia empleada. Por consiguiente, no podemos comprobar el
efecto de nuestra aproximaciéon sobre el perfil aromatico de la cepa

mutante FAO10 (ura3AgaplAssy1).

En segundo lugar, las experiencias realizadas sugieren que el fenotipo

caracterizado en la cepa FAO10 (ura3Agap1Assy1) solo se observa en
condiciones muy limitantes, esto es medio MCA 100. A medida que el
medio es nutricionalmente mdas complejo el efecto de la modificaciéon
se hace menos evidente, dificultdindose la interpretacion de los
resultados (ver descripcion de resultados en medio MCA 20). Estos
resultados sugieren que presumiblemente, este fenotipo no seria tan
manifiesto en condiciones industriales, ya que los medios utilizados
son nutricionalmente mucho mas complejos.
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Finalmente, las cepas analizadas en este estudio presentan graves
problemas de crecimiento debido a las modificaciones genéticas que
contienen. Esta caracteristica es suficientemente significativa, desde el
punto de vista biotecnolégico, como para excluir su aplicabilidad a
nivel industrial.
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CAPITULO 3:

APLICACION BIOTECNOLOGICA DE LAS CEPAS
SOBREPRODUCTORAS DE ESTERES DE ACETATO.

“;Quién se molestard en producir compuestos
»

cuando puede hacerlo un microbio?...
]J. B. S. Haldane, 1929

“...En biotecnologia utilizamos a los microbios y
a las células como si fueran fabricas, y a las
enzimas como sus trabajadores. Juntos fabrican
alimentos, gasolina, medicinas, y un amplio
rango de productos cotidianos, con un valor en el
mercado de miles de millones de délares...”

S. Aldridge, 1996

En el capitulo anterior nuestro objetivo se centré en la busqueda y
comprobaciéon de estrategias de ingenieria metabdlica que
potenciaran la acumulacién de ésteres de acetato en el medio con la
intenciéon de mejorar el perfil aromético del vino intensificando su
aroma afrutado. Sin embargo, la biotecnologia de alimentos
proporciona también otras aplicaciones de gran interés como la
produccién a escala industrial de determinadas sustancias
actualmente utilizadas en alimentacion, producidas a partir de
organismos vivos. En este sentido, las nuevas industrias
biotecnolégicas emplean el trabajo de millones de microorganismos
que son usados como una factoria celular para la fabricacién a gran
escala de compuestos de interés. Desde esta perspectiva, algunas de
las estrategias de ingenieria metabdlica ensayadas en el capitulo
anterior podrian presentarse como procesos alternativos para la

163



CAPITULO 3

produccion a escala industrial de compuestos aromaticos
esterificados, en particular la produccién de ésteres de acetato. Nos
referimos a la estrategia de delecion del gen IAH1 y la de
sobreexpresiéon regulada del gen ATFI, puesto que en ambas se
produce un aumento de la concentracion de estos compuestos en el
medio. En principio, cualquiera de estas dos aproximaciones, y
también la combinaciéon de ambas, seria una alternativa
potencialmente utilizable para la produccién a escala industrial de
estos compuestos.

En este capitulo se determinard en primer lugar la adecuacién
biotecnolédgica de las cepas sobreproductoras de ésteres de acetato
para el proceso de vinificacion. Para ello se analizara el perfil
aromatico en condiciones de vinificacion empleando aquellas
estrategias de ingenieria metabdlica que resultaron ser mas favorables
desde el punto de vista de mejora del aroma afrutado para la
obtencién de vinos de mayor calidad. En segundo lugar, se analizara
la utilidad de las cepas sobreproductoras de ésteres de acetato como
factoria celular a nivel de produccién industrial, donde la obtencién
de grandes cantidades de un determinado compuesto a bajo coste, es
uno de los factores mas relevantes. Para esta segunda aplicacion se
realizaran dos tipos de aproximaciones. La primera se centrara en la
optimizacion de la estrategia de delecién del gen IAH1. La segunda
en combinar la delecion del gen IAH1 con la sobreexpresion
controlada del gen ATF1.

1. MEJORA DEL PERFIL AROMATICO EN CONDICIONES
DE VINIFICACION.

Como se comentd en apartados anteriores los ésteres de acetato,
fundamentalmente los acetatos de isoamilo y de 2-feniletilo, son
compuestos que ejercen un gran efecto sobre la odorosidad de las
bebidas alcohdlicas, siendo relevantes para determinar la calidad de
estos productos, especialmente la calidad del vino. Por estas razones
el objetivo principal de este trabajo fue disefar varias estrategias de
ingenieria metabdlica orientadas a mejorar la produccion de estos
compuestos por la levadura S. cerevisiae y determinar cual de ellas
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origina un mayor efecto. Una vez establecida la eficiencia de dichas
estrategias en condiciones de laboratorio, el siguiente paso fue
confirmar si en condiciones de microvinificaciéon se conservaba la
eficiencia de aquellas estrategias que resultaron tener un efecto
positivo.

1.1. Perfil aromatico de la cepa que sobreexpresa el gen ATFI en
condiciones de microvinificacion.

Tras comprobar en el Capitulo 2 la funcionalidad de la estrategia de
sobreexpresiéon del gen ATF1 en condiciones de laboratorio, se
cuantifico el perfil aromatico en condiciones de microvinificacion de

las cepas industriales T73YCplac33 Y T73YCpTATF1 (Tabla I). La

fermentacion se llevé a cabo en mosto natural tal y como se describe
en el apartado 2.1.3 de Materiales y Métodos. A lo largo del
experimento se tomaron muestras a distintos tiempos y cada una de
ellas fue analizada por cromatografia de gases. En la Figura 49 se
muestra la medida de DOgy, el consumo de aztcares reductores y la
produccién de etanol de las distintas cepas durante el proceso de
microvinificaciéon. Los resultados obtenidos indican que en ambas
cepas el crecimiento de las levaduras en el mosto y las velocidades de
consumo de glucosa y de producciéon de etanol son similares. Estos
datos sugieren que la modificacién genética introducida no altera el
proceso fermentativo.
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Figura 49 Panel A: Curva de crecimiento en unidades de densidad dptica (linea
continua) y consumo de azucares reductores en unidades de concentracién (g/L)
(linea discontinua). Cepas ensayadas: T73YCplac33 () y T73YCpTATF1 (). Panel B:
Curva de produccién de etanol en unidades de grado alcohélico T73YCplac33 () y
T73YCpTATF1 () y curva de crecimiento T73YCplac33 () y T73YCpTATF1 ()

La determinacion mediante cromatografia de gases de los ésteres de
acetato de isoamilo, de isobutilo, de 2-feniletilo y de hexilo, asi como
los precursores alcohdlicos isoamilico y 2-feniletanol, analizados
durante todo el proceso fermentativo se muestran en las Figura 50 y
51. Los datos obtenidos indican que la acumulacién para todos los
ésteres de acetato analizados (Figura 50 paneles A, B, C y D) fue
significativamente mayor en la cepa modificada que en la cepa
control. Al igual que ocurria en condiciones de laboratorio la
acumulacién maxima de estos compuestos se consigue al inicio de la
fase estacionaria, cuando mas de la mitad de los aztcares reductores
han sido consumidos (apartado 2.2. Capitulo 2). Dicho maximo de
acumulacion se prolongé durante esta fase y comenz6 a disminuir en
etapas tardias de la fase estacionaria. Al calcular la acumulaciéon
relativa, se obtiene que los compuestos que mas se acumulan en estas
condiciones son el acetato de isoamilo y el acetato de 2-feniletilo
(Tabla 28).
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Figura 50 Cinéticas de acumulacién de ésteres de acetato en
microvinificacién de las cepas T73uraYCplac33 () y T73uraYCpTATF1 ().
Panel A: acetato de isobutilo. Panel B: acetato de isoamilo. Panel C: acetato de
2-feniletilo. Panel D: acetato de hexilo.

Acumulaciénrelativa
fster Difasde fermentacién
5 dias 8 dias 11dias | 15dias
Acetato de Isoamilo 35,5 44,7 12,46 12
Acetato de Isobutilo 1,95 1,96 1,16 0,89
Acetato de 2-Feniletilo 39,8 43,4 32,38 29
Acetato de Hexilo 44 7,3 3,11 5,2

Tabla 28: Acumulacién relativa de ésteres de acetato a los 5, 8, 11y
15 dfas de fermentacién (T73uraYCpTATF1/T73uraCplac33).

167




CAPITULO 3

Respecto a la produccién de los precursores alcohélicos isoamilico y
2-feniletanol (Figura 51 paneles A y B), su acumulaciéon aumenté
hasta alcanzar un méaximo entre los 4 y 5 dias de la microvinificacion
y se mantuvo més o menos constante hasta que concluyé el proceso
fermentativo. Ademads los resultados obtenidos en estas condiciones,
indicaron que la cantidad de alcohol isoamilico y de 2-feniletanol
acumulada en la cepa modificada fue cuantitativamente menor que
en la cepa control (Tabla 29). Estos resultados muestran que en
condiciones de microvinificacion, a diferencia de los datos obtenidos
en condiciones de laboratorio (comparar Tabla 11 apartado 2.2,
Capitulo 2 con Tabla 29), un aumento de la produccién de compuesto
esterificado (Tabla 28) se refleja en una disminucién de la cantidad de
precursor alcohdlico (Tabla 29).
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ngra 51: Cinéticas de acumulacién de alcoholes aromdticos en microvinificacién
de las cepas T73uraYCplac33 () y T73uraYCpTATF1 (). Panel A: alcohol isoamilico.
Panel B: 2-feniletanol.

Acumulacién relativa
Dias de fermentacién
Alcohol
5 dias 8 dias 11 dias 15 dias
Isoamilico 0,45 0,48 043 0,44
2-Feniletanol 0,65 0,7 0,55 0,58

Tabla 29 Acumulacién relativa de alcoholes aromaticos a los 5, 8, 11

y 15 dias de fermentacidn.
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Atendiendo a los resultados obtenidos en este apartado
podemos concluir que:

1. La sobreexpresion del gen ATF1 bajo el control del promotor del
gen TDH3 es una estrategia de ingenieria metabdlica eficaz ya que
la cantidad de compuestos acumulados en la cepa sobreexpresante

es significativamente mayor que en la cepa control (Figura 50 y
Tabla 28).

2. Dicha estrategia permite una mayor produccién de todos los
ésteres de acetato en general y potencia la sintesis de aquellos
ésteres que, desde un punto de vista enolégico, son de mayor
relevancia, estos son acetato de isoamilo y de 2-feniletilo. Ademas,
al obtenerse en estas condiciones un acumulo mayor en etapas
tempranas de la fase estacionaria que en condiciones de
laboratorio, los niveles de acumulaciéon aumentados se mantienen
durante un largo periodo en dicha fase, al menos en las
condiciones ensayadas (comparar Figura 50 y Figura 30 apartado
2.2., Capitulo 2).

3. Los datos obtenidos sugieren que el factor limitante de la sintesis
de compuestos esterificados no es la disponibilidad de precursores
alcoholicos aromaéticos sino que debe depender de los mecanismos
de regulacion transcripcional y/o post-traduccional que controlan
la actividad enzimatica AATasa.

1.2. Perfil aromatico de la cepa carente del gen IAHI en
condiciones de microvinificacion.

Para comprobar el perfil aromatico de los mutantes en el gen IAH1 en
condiciones de microvinificacion se utilizaron las cepas T73uraleu y
T73Aiahl, previa complementacién auxotrofias ura3 y leu2 para
recuperar la capacidad de fermentar el mosto natural a vino. Dicha
capacidad estd seriamente afectada en los mutantes auxoétrofos. La
metodologia utilizada para la complementacién auxotroficas se basé
en la técnica de SFH descrita en el apartado 2.3. de Materiales y
Meétodos. En este caso, se amplificé por PCR el gen URA3 y LEU2 y el
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fragmento de DNA obtenido se utiliz6 para transformar las cepas
T73iah1 y T73Aiah1, primero con el fragmento correspondiente al gen
URA3 y posteriormente con el fragmento del gen LEU2.

Con las cepas complementadas T7Z3URALEU y T73Aiah1URALEU se
realiz6 un cultivo en mosto natural de la variedad Bobal tal y como se
describe en el apartado 2.1.3. de Materiales y Métodos. A lo largo del
experimento se tomaron muestras a distintos tiempos y cada una de
ellas fue analizada por cromatografia de gases. En la Figura 52 se
muestra la medida de DOy y el consumo de aztcares reductores de
las distintas cepas analizadas durante la fermentaciéon como
indicadores del progreso de la fermentacién. Los valores alcanzados
respecto a estos dos parametros fueron similares en ambos casos, por
lo que la delecién del gen IAH1 no afect6 al proceso fermentativo.
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Figura 52 Crecimiento celular medido en unidades de DO_ (linea
continua) y consumo de azucares reductores (linea discontinua) durante la
fermentacién. Cepas ensayadas: control T73LEU2URA3 (), mutante T73A
iah1LEU2URAS3 ().
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La cuantificacion mediante GC de los ésteres de acetato y sus
correspondientes precursores alcohdlicos analizados a los siete y
dieciocho dias del proceso fermentativo se presenta en la Tablas 30 y
31.

; T73LEU2URA3 T73) iahl LEU2URA3
Esteres
7 dias 18 dias 7 dias 18 dias
Acetato de Isoamilo 0,909 0,141 1,136 0,285
Acetato de Isobutilo 0,0212 0,0029 0,0296 0,0059
Acetato de Etilo 53,40 6,51 57,98 14,80
Acetato de 2-Feniletilo 0,403 0,279 0,498 0,269
Acetato de Hexilo 0,0192 0,0032 0,0230 0,0061

Tabla 30 Acumulacién de ésteres de acetato en ppm a los 7 y 18 dias de
fermentacion. Cepas ensayadas: control T73LEU2URA3 y mutante T73A
iah1LEU2URAS3.

Como se puede observar en la Tabla 30 la cantidad de ésteres de
acetato acumulados en la cepa mutante a los siete dias de la
fermentacion fue similar a la alcanzada en la cepa de referencia. Por
el contrario, a los dieciocho dias de fermentacién la concentraciéon
final para los acetatos de isoamilo, isobutilo, etilo y hexilo en la cepa
mutante fue aproximadamente el doble que en la cepa control (Tabla
31). Sin embargo, para el acetato de 2-feniletilo la produccién en
ambas cepas se mantuvo constante (Tablas 30 y 31). Por consiguiente,
en condiciones de microvinificaciéon, Iahlp es susceptible de
hidrolizar acetato de isoamilo, de isobutilo, de etilo y de hexilo a
tiempos tardios del proceso fermentativo.
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Acumulacion relativa

Esteres T730 iah1LEU2URA3
Dias de fermentacion 7d 18d
Acetato de Isoamilo 1,25 2,02
Acetato de Isobutilo 1,4 2,03
Acetato de Etilo 1,08 2,27
Acetato de 2-Feniletilo 1,24 0,96
Acetato de Hexilo 1,20 1,91

Tabla 31: Acumulacién relativa de ésteres de acetato a los 7 y 18 dfas de
fermentacidén. (T73Aiah1LEU2URA3/T73LEU2URA3).

En cuanto a los precursores alcoholicos, los resultados indicaron que
la cantidad acumulada en ambas cepas se mantuvo constante durante
todo el proceso fermentativo (Tabla 32)

T73LEU2URA3 T73A iah1LEU2URA3
Alcohol
7 dias 18 dias 7 dias 18 dias
Isoamilico 321,37 254,29 344,42 274,44
Isobutanol 66,67 43,90 67,75 49,13
2-Feniletanol 56,43 48,70 53,63 49,60
1-Hexanol 0,650 0,567 0,796 0,620

Tabla 32: Acumulacién de precursores alcohélicos en ppm a los 7 y 18 dias
de fermentacién. Cepas ensayadas: control T73LEU2URA3 y mutante T73A

iah1LEU2URAS3.

El anélisis de los resultados obtenidos en este apartado se resume en
la Tabla 31 y permite extraer las siguientes conclusiones:
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1. Iahlp hidroliza especificamente acetato de isoamilo, de isobutilo,
de etilo, y de hexilo. Su ausencia produce acumulaciones relativas
similares para todos ellos (Tabla 31). Ademas cabe destacar que en
condiciones de vinificacién, la especificidad por sustrato es més
amplia que en condiciones de laboratorio, donde la carencia de
actividad Iahl1p no tiene efecto sobre los niveles de acetato de etilo
y de hexilo (Figura 34 apartado 3.2 del Capitulo 2) Posiblemente, la
ausencia de efecto sea un problema de cantidad éster de acetato
disponible para ser hidrolizado ya que en condiciones de
vinificacién la concentracion de estos compuestos es
aproximadamente 10 veces superior que en condiciones de
laboratorio. Por ello se podria afirmar que en la cepa industrial la
proteina Iahlp presenta distintos grados de afinidad por sustrato,
siendo mayor la afinidad para acetato de isoamilo y de isobutilo
que la afinidad para acetato de etilo y/o de hexilo.

2. La enzima Iahlp no hidroliza acetato de 2-feniletilo.
Independientemente de las condiciones ensayadas,
microvinificaciéon (Tablas 30 y 31) o medio rico YPD (Figura 34 y
Tabla 12, apartado 3.2, Capitulo 2), la cepa genéticamente
modificada acumula la misma cantidad de compuesto que la cepa
de referencia.

3. Los efectos de la delecién del gen IAH1 en cepa industrial s6lo son
detectables en etapas tardias del proceso fermentativo (Tabla 30
comparar las concentraciones alcanzadas a los siete y a los
dieciocho dias), al igual que ocurria en condiciones de laboratorio
(Figura 34 y apartado 3.3, Capitulo 2).

4. Aunque la delecién del gen IAH1 permite acumular mas cantidad
de ésteres de acetato en el mosto fermentado, la eficiencia de esta
estrategia no es elevada ya que solo consigue duplicar la cantidad
de estos compuestos (Tabla 31).
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2. ESTUDIO DE LA UTILIDAD DE LAS CEPAS
SOBREPRODUCTORAS DE ESTERES DE ACETATO
COMO FACTORIAS CELULARES.

Como se apunt6 en el Capitulo 2 y en el apartado anterior, las
estrategias con las que se consiguié producir una mayor cantidad de
ésteres de acetato, fundamentalmente acetato de isoamilo y de 2-
feniletilo, fueron las relacionadas con la estrategia de sobreexpresion
regulada del gen ATF1 (Figura 30 y Tablas 10 apartado 2.2, Capitulo
2; Figura 50, Tabla 28 apartado 1.1, Capitulo 3) y la estrategia de
delecion del gen IAH1 (Figura 34 y Tabla 12 apartado 3.2., Capitulo 2;
Tabla XXIII apartado 1.2, Capitulo 3). De entre éstas dos la menos
eficaz resultd ser la estrategia de delecion puesto que el incremento
que se obtiene en la cepa modificada no es cuantitativamente muy
elevado respecto al obtenido en la cepa control (Tabla 12 apartado
3.2. Capitulo 2; Tablas 30 a 32, apartado 1.2. Capitulo 3). Estos
resultados indicaron que para la sobreproduccion, la estrategia de
sobreexpresion seria la mas adecuada. No obstante, ambas podrian
mejorarse en el supuesto de encontrar una forma de optimizarlas.

Con la finalidad de optimizar la produccién de ésteres de acetato en
las cepas genéticamente modificadas se ensayaron diferentes
condiciones de crecimiento en base a la informacién disponible en la
bibliografia sobre la regulacion transcripcional y/o enzimaética de la
actividad Atflp, principal responsable de la sintesis de los ésteres de
acetato de interés (Lambrechts y Pretorius, 2000; Verstrepen et al.,
2003a, 2003b, 2003c, Capitulo 1 de este trabajo). Se sabe que la
biosintesis de estos compuestos deriva directamente de la actividad
enzimética AATasa y que la actividad total para este enzima parece
ser dependiente de la expresion de los genes ATF, (Yoshioka y
Hashimoto, 1981 y 1984, y Malcorps et al., 1991, Capitulo 2 apartado
2.2). También se conoce que la expresion del gen ATF1 esta reprimida
por la presencia de oxigeno (Fujii et al., 1997, Fujiwara et al., 1999) y
que los niveles de mRNA de dicho gen varian dependiendo de las
caracteristicas nutricionales del medio, esto es, de la disponibilidad
de compuestos nitrogenados (Fujiwara et al., 1999) y de la cantidad y
tipo de fuente de carbono (Pollock y Weir 1975; Dufour et al., 2003;
Verstrepen et al., 2003c). Ademads, en lo concerniente al mecanismo de
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hidrélisis, tanto nuestros resultados (apartado 2.4 del Capitulo 2)
como los de otros autores (Fukuda et al., 1998a y 1998b) demuestran
que la ausencia de la enzima Iahlp promueve un incremento de la
produccién de ésteres de acetato y que dicha acumulacién depende
del balance de ambas actividades enzimaticas.

Por todo ello se puede postular que la cantidad de ésteres de
acetato acumulados podria incrementarse combinando ambas
estrategias o modificando algunas condiciones, como por ejemplo
limitar la cantidad de oxigeno disuelto y/o variando la concentracién
de fuente de carbono disponible en el medio de cultivo.

2.1. Estrategia optimizada de delecion del gen IAHT: Analisis del
perfil aromatico en condiciones de laboratorio con limitaciéon de
oxigeno.

Para comprobar el efecto de la limitaciéon de oxigeno disuelto en la
estrategia de delecién del gen IAH1, se realiz6 un cultivo de las cepas
T73uraleu, T73iahl y T73Aiah1 durante 72 h en medio rico YPD a una
temperatura de 30 °C con agitacion y sin agitacion. A lo largo del
experimento se tomaron muestras a distintos tiempos y cada una de
ellas fue analizada por cromatografia de gases. La evolucién y
comportamiento del crecimiento se comprobd por cuantificaciéon de
azucares reductores y DOgy. En la Figura 53 se representa la cinética
de crecimiento y el consumo de azicares reductores de las distintas
cepas analizadas en ausencia de agitacién y, como se puede observar,
no se aprecian diferencias entre la cepa control y los distintos
mutantes.
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F]g‘lﬂ'a 53: Curva de crecimiento (linea continua) y consumo de azticares
reductores (linea punteada), de las cepas T73uraleu (), T73iahl () y T73Aiah1
() en ausencia se agitacion.

La cuantificacion mediante GC de los ésteres de acetato analizados en
condiciones de ausencia de agitacion en el transcurso de la cinética y
a tiempo final del crecimiento celular se muestra en la Figura 54 y en
la Tabla 33.

Los resultados obtenidos muestran que la acumulacién de todos los
ésteres de acetato analizados sigue una tendencia a saturacién, donde
el maximo de concentracion se alcanza a las 24 h y se mantiene més o
menos constante hasta las 48 h del crecimiento celular.
Posteriormente, la cantidad de compuesto acumulado disminuye a
tiempos finales del experimento (Figura 54, paneles A, B, C, D y E).
En estas gréficas observamos también que en todas las cepas
ensayadas tanto modificadas (T73iah1 y T73Aiah1) como de referencia
(T73uraleu), se obtienen cantidades similares de compuesto
acumulado (Figura 54 y Tabla 33).
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Figura 47- Cinéticas de acumulacién de ésteres voldtiles en ausencia de
agitaciéon. Cepas ensayadas: T73uraleu (), T73iahl () y T73Aiahl (). Panel A:
acetato de etilo. Panel B: acetato de isobutilo. Panel C: acetato de isoamilo. Panel
D: acetato de 2-feniletilo. Panel E: acetato de hexilo.
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Acumulacién en el medio (ppm)
Ester T73uralen = T73iahl T73piahl
Acetat(.) de 0,1832 01637 01727
Isoamilo
Acetato de
Isobutilo 0,0213 0,0223 0,0231
Acete}to de 393 3,56 340
Etilo
Acetato de
2-Feniletilo 0,0573 0,0441 0,0415
Aceta’fo de 0,000148 0,000147 0,000163
Hexilo

Tabla 33: Acumulacién de ésteres volatiles a tiempo final (72 h de
crecimiento) de la cepa control T73uraleu y los mutantes T73iah1, T73Aiahl
en condiciones de ausencia de agitacion

Respecto a la acumulacién de los precursores alcohélicos, en todas las
cepas se consigue acumular la misma cantidad de compuesto (Tabla
34).

Por todo ello podemos concluir que la limitacién de oxigeno en
condiciones de laboratorio no supone un incremento de la cantidad
de ésteres de acetato acumulados en las cepas carentes del gen IAH1.
No obstante, al comparar la cantidad de compuesto acumulada en
condiciones de agitacion, donde si que se observa un efecto de la
delecién (Tabla 12 apartado 3.2., Capitulo 2) y condiciones de falta de
agitacion, podemos observar que a excepcion del acetato de hexilo, la
acumulaciéon de ésteres de acetato en las tres cepas es
significativamente mayor en estas tltimas condiciones, aunque no
existan diferencias entre las cepas modificadas y la cepa de referencia
(Tabla 34).
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A: Acumulaciénen el medio (ppm)
T73uraleu T73iahl T73Aiahl
Ester
o s No . No o No
Agitacion Agitacion Agitacion Agitacion Agitacion Agitacién
Acetato
de 0,0123 0,1832 0,0257 0,1637 0,0385 0,1727
Isoamilo
Acetato
de 0,0018 0,0213 0,0039 0,0223 0,0060 0,0231
Isobutilo
Acetato 1,93 3,03 2,99 3,56 3,00 3,40
de Etilo ’ ’ i’ ! ’ !
Acetato
de 2- 0,0200 0,0573 0,0323 0,0441 0,0257 0,0415
Feniletilo
Acetato
de 0,00029 0,00015 0,00039 0,00015 0,00037 0,00016
Hexilo
B: Acumulacién en el medio (ppm)
T73uraleu T73iahl T73A iahl
Alcohol
. No . No . No
Agitacion Agitacion Agitacion Agitacion Agitacion Agitacion
Isoamilico 56,80 38,24 56,91 35,41 55,13 34,95
Isobutanol 19,48 24,69 22,26 23,23 21,42 21,91
. 2 36,91 2,78 39,16 3,43 28,71 4,18
Feniletanol

1-Hexanol 0,0142 0,0091 0,0152 0,0140 0,0168 0,0135

Tabla 34: Acumulacién de compuestos a tiempo final (72 h de crecimiento) en
condiciones de laboratorio de la cepa control T73uraleu y los mutantes T73iahl y T73A
iahl. Condiciones ensayadas agitacién (200 rpm), limitacién de oxigeno (no agitacién). A:

Esteres de acetato. B: Alcoholes aromadticos.
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Estos datos confirman que en condiciones de limitacion de oxigeno la
cantidad de éteres de acetato acumulado aumenta (comparar
columnas agitacion-no agitaciéon en la Tabla 34), probablemente
debido a una mayor actividad AATasa en esas condiciones tal y como
se indica en la literatura (Fujii et al., 1997; Fujiwara et al., 1999).
También sugieren que a pesar de ser éstas condiciones las mas
favorables para la sintesis de estos compuestos, los distintos
mutantes, T73iahl y T73Aiahl acumulan la misma cantidad de
compuestos esterificados que la cepa control T73uraleu, sugiriendo
que la deleciéon total o parcial del gen IAH1 no aporta ninguna
ventaja en la produccion de ésteres de acetato en condiciones de falta
de aireacion. Dos posibles hipétesis explicarian estos resultados.

En primer lugar, es posible que la actividad éster hidrolasa Iahlp no
sea suficientemente activa en la cepa T73uraleu en condiciones de
limitacion de oxigeno (Mauricio et al., 1993; Inoue et al., 1997), por lo
que el efecto de la delecion seria inapreciable. En segundo lugar,
puede que otra u otras éster hidrolasas compensen la ausencia de
Iahlp cuando la cantidad de oxigeno es limitada (Whormann y
Lange, 1980), en cuyo caso aunque la levadura sintetice mas cantidad
de compuesto, la velocidad de degradaciéon se ajustaria a las
condiciones establecidas y por tanto, no se observarian cambios de la
concentracion final en el medio para estos compuestos.

En cualquier caso podemos concluir que la estrategia de delecién del
gen IAH1 no serfa una alternativa suficientemente eficaz para la
aplicacion biotecnolégica orientada a la produccion industrial de
ésteres de acetato, ya que el aumento en la cantidad de compuesto
producido que se obtiene no es muy elevada.

2.2. Estrategia combinada: sobreexpresion del gen ATFI y
delecion del gen IAHI. Anilisis del perfil aromatico en
condiciones de laboratorio a distintas concentraciones de glucosa.

Los resultados obtenidos en el apartado 2 del Capitulo 2 permiten

concluir que la sobreexpresion regulada por el promotor TDH3 del
gen ATF1 produce sobreacumulacion de ésteres de acetato
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cuantitativamente importantes. Por ejemplo, en el caso del acetato de
isoamilo se consigue incrementar su concentraciéon en el medio del
orden de cincuenta veces la concentracion de la cepa control (ver
Tabla 10, apartado 2.2, Capitulo 2). Estos datos sugieren que la
sobreexpresion del gen ATF1 podria ser una potente estrategia para
la produccion biotecnolégica de ésteres de acetato.

No obstante, dado que nuestro propésito en este apartado fue utilizar
a la levadura como una factoria celular para conseguir la méxima
produccién de estas sustancias en el medio, decidimos desarrollar
una nueva aproximacién que combinara la sobreexpresion regulada
del gen ATF1 con la delecion del gen IAH1. La finalidad de esta
aproximaciéon era comprobar el efecto producido sobre la
acumulacion de ésteres de acetato cuando la célula tiene una gran
capacidad de actividad de sintesis y, simultdineamente, carece de la
actividad éster hidrolasa. Para determinar la eficacia de esta
aproximacion se utilizaron tanto cepas de laboratorio, derivadas de la
cepa BY4741, como cepas industriales derivadas de la cepa T73. En
ambos casos se us6é la correspondiente cepa genéticamente
modificada carente del gen IAH1 transformada con el plasmido
YCplac33 vacio como control y la cepa carente del gen IAHI
transformada con el plasmido YCplac33 portador del gen ATF1 bajo
el control del promotor del gen TDH3. Todas las cepas se cultivaron
en cuatro condiciones distintas:

Medio YPD con glucosa al 2% y con agitacion.

Medio YPD con glucosa al 2% y sin agitacion.

Medio YPD con glucosa al 10% y con agitacion.

Medio YPD con glucosa al 10% y sin agitacion.
En el transcurso de los experimentos se tomaron muestras a distintos
tiempos y cada una de ellas fue analizada por GC. La evolucién y

comportamiento del crecimiento se comprobd por cuantificaciéon de
azucares reductores y medida de la DOg.
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Figura 55 Curva de crecimiento (linea continua) y consumo de azticares
reductores (linea punteada). Cepas ensayadas: control 4741Aiah1-YCplac33 () y
modificada 4741Aiah1-YCpTATF1 (). Panel A: Glucosa 2%, agitacién (,). Panel B:
Glucosa 2% no agitacion (,). Panel C: Glucosa 10% agitacién (). Panel D: Glucosa

10% no agitacion (;).

En la Figura 55 se representa la cinética de crecimiento y el consumo
de aztcares reductores de las cepas de laboratorio BY4741Aiahl-
YCp33 y BY4741Aiah1-TATF1 en las distintas condiciones. Como se
puede observar en los distintos paneles, la cepa modificada, BY4741A
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iah1-YCpTATF1, mantiene la misma velocidad de crecimiento y de
consumo de aztcares que la cepa control, BY4741Aiah1-YCplac33.

La cuantificacion mediante GC de los ésteres de acetato analizados en
a lo largo de los distintos crecimientos se muestra en las Figuras 56, a
60y en las Tablas 35 a 38.
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Figura 56. Acumulacién de acetato de isoamilo de las cepas control BY4741Aiah1-
YCplac33 () y modificada BY4741Aiah1-YCpTATF1 (). Panel A: Glucosa 2%,
agitacién (,). Panel B: Glucosa 2% no agitacién (,). Panel C: Glucosa 10% agitacién (,
)- Panel D: Glucosa 10% no agitacién (,).
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Acumulaciénrelativa a tiempo final
Agitacién No Agitacién
Acetato de Isoamilo 2% 10% 2% 10%
30,40 11,21 1,54 2,58

Tabla 35;: Acumulacién relativa de acetato de isoamilo a tiempo final, 72 h
de crecimiento. (acumulacién cepa BY4741Aiahl-YCpTATF1/acumulacién
cepa BY4741Aiah1-YCplac33).

ppm Panel A ppm Panel B
1,2 0,03
1 . 0,025 /\_//.
0,8 // 0,02 / .
0,6 0,015 / / -
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Figura 57. Acumulacién de acetato de 2-feniletilo de las cepas control BY4741A
iah1-YCplac33 () y modificada BY4741Aiah1-YCpTATF1 (). Panel A: Glucosa 2%
agitacion (,). Panel B: Glucosa 2% no agitacion (,). Panel C: Glucosa 10% agitacién ()
. Panel D: Glucosa 10% no agitacién (,).
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Acumulaciénrelativa a tiempo final
Agitacién No Agitacién
Acetato de 2-Feniletilo 2% 10% 2% 10%
28,25 12,27 1,63 2,54

Tabla 36:; Acumulacién relativa de acetato de 2-feniletilo a tiempo final, 72

h de crecimiento. (acumulacién cepa BY4741Aiah1-YCpTATF1/acumulacién
cepa BY4741Aiah1-YCplac33).

ppm Panel A ppm Panel B
0,25 0,02
02 //' 0,016 /"\\_\
0,15 0,012 / \-
01 0,008 / //\\
0,05 L”)’\‘ 0,004 /
0 T T 0
0 40 60 80 t(h) 0 20 40 60 80 t(h)
ppm Panel C ppm Panel D
0,35 0,1
03 r\ 0,08 VAN
0,25 \\ ’
0,2 0,06 / =
0,15 0,04
0,1
005 /V — 0,02 /
0 : ‘ 0 ‘
0 40 60 80 t(h) 0 20 40 60 80 t(h)

Figura 58: Acumulacién de acetato de isobutilo de las cepas control 4741Aiah1-
YCplac33 () y modificada 4741Aiah1-YCpTATF1 (). Panel A: Glucosa 2%, agitacién (
,). Panel B: Glucosa 2% no agitacién (,). Panel C: Glucosa 10% agitacién (,). Panel D:
Glucosa 10% no agitacidn (;).
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Acumulacién relativa a tiempo final
Agitacién No Agitacién
Acetato de Isobutilo 2% 10% 2% 10%
20,71 9,21 1,30 2,12

Tabla 37: Acumulacién relativa de acetato de isobutilo a tiempo final, 72 h

de crecimiento. (acumulacién cepa 4741Aiah1-YCpTATF1 /acumulacién cepa
4741Aiah1-YCplac33).

ppm Panel A
25
20 //.
15

ppm

Panel B

//\.

[—"

10 /
5

L/

17

0 20 40 60 80 t(h) 0 20 40 60 80 t(h)
ppm Panel C ppm Panel D
60 35
50 S 30 /\
/ \- 25 -
40
/ 20
30 / .
5
10 y 5
0 T T T 0 / T
0 20 40 60 80 t(h) 0 20 40 60 80 t(h)

Figura 59 Acumulacién de acetato de etilo de las cepas control 4741Aiahl-
YCplac33 () y modificada 4741Aiah1-YCpTATF1 (). Panel A: Glucosa 2%, agitacién (
,). Panel B: Glucosa 2% no agitacidén (,). Panel C: Glucosa 10% agitacién (,). Panel D:
Glucosa 10% no agitacién (,).
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Acumulaciénrelativa a tiempo final
Agitacién No Agitacién
Acetato de Etilo 2% 10% 2% 10%
6,68 3,86 1,28 1,77

Tabla 38: Acumulacién relativa de acetato de etilo a tiempo final, 72 h de
crecimiento.

(acumulaciéon cepa BY4741Aiah1-YCpTATF1/acumulacién cepa BY4741A
iah1-YCpolac33).

Los datos muestran que la acumulacién de todos los ésteres de
acetato analizados en las distintas condiciones de ensayo es mayor en
la cepa 4741Aiah1-YCpTATF1 que en la cepa 4741Aiahl-YCplac33.
También indican que dependiendo de las condiciones ensayadas el
perfil de produccion varia. Asi por ejemplo, para el caso del acetato
de isoamilo (Figura 56), al igual que para el resto de acetatos (Figuras
57 a 59) se observa que en condiciones de agitacién en glucosa al 10%
(ver paneles C) y condiciones de no agitacion en glucosa al 2% y 10%
(ver paneles B y D), dicho perfil sigue una tendencia a saturacién
donde el méaximo de concentracion se alcanza a las 24 h del
crecimiento. Seguidamente, en etapas tardias, la produccion se
mantiene mas o menos constante y finalmente disminuye a las 72 h
de iniciado el crecimiento (paneles B, C y D). Sin embargo, en
condiciones de agitacion y al 2% de glucosa, la cantidad de
compuesto producido en el transcurso del ensayo sigue una cinética
ascendente sin llegar a la saturacién (panel A).

Por todo lo expuesto se concluye que:
1. Independientemente de las condiciones de ensayo, y para todos los
compuestos analizados, la cepa modificada, 4741Aiah1-YCpTATF1
produce una mayor cantidad de compuesto que la cepa control

4741Aiah1-YCp33 (Figuras 56 a 59).

2. Dependiendo de las condiciones de ensayo la acumulacion relativa
varia en funcién del compuesto analizado. En condiciones de falta
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agitaciéon e independientemente de la cantidad de glucosa, los
valores de acumulacion relativa son similares para todos los
compuestos analizados (comparar Tablas 35 a 38). Sin embargo, en
condiciones de agitacién la acumulacién relativa varia en funcién
del compuesto. Para los acetatos de isoamilo y de 2-feniletilo la
acumulacion relativa es similar (Tablas 35 y 36), para el acetato de
isobutilo la acumulacion relativa es ligeramente menor (Tabla 37)
y mucho menor para el acetato de etilo (Tabla 38). Estos resultados
sugieren que la estrategia combinada, al menos en cepa de
laboratorio, favorece selectivamente y por este orden la
produccién de acetato de isoamilo, de 2-feniletilo, de isobutilo y de
etilo.

3. Los resultados obtenidos indican que las cantidades absolutas para
todos los compuestos acumulados en condiciones de agitacion son
mayores que en condiciones de falta agitacién (comparar paneles
A-B, C-D Figuras 49, 50, 51 y 52) y que en glucosa al 10% se
alcanzan valores absolutos de compuesto acumulado superiores al
caso del crecimiento al 2% (comparar paneles A-C, B-D Figuras 56,
y 59). Por tanto, podriamos concluir que las condiciones de
maxima produccién para estos compuestos en valores absolutos
serian condiciones de agitaciéon y una concentracién de glucosa al
10%. Sin embargo, si se tienen en cuenta los valores de
acumulacion relativa se observa que los efectos de la diferente
concentracién de glucosa no son los mismos en condiciones de
agitacién y de falta de agitacion. Con agitacion, se acumula mayor
cantidad de ésteres de acetato en glucosa al 2%, mientras que en
condiciones de falta de agitacion la acumulacién es mayor en
glucosa al 10%.

Una vez establecidas las condiciones de méxima produccion
aplicando la estrategia de combinacién, esto es, con aireacién, se
realiz6 el anélisis del perfil aromético en la cepa industrial T73uraleu.
La finalidad de esta experiencia fue comprobar la eficiencia de dicha
estrategia en comparacion con la de sobreexpresion en estas
condiciones de producciéon méxima. Para ello se determiné la
acumulacion en condiciones de laboratorio, tal y como se describe en
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el apartado 2.1.2 de Materiales y Métodos, durante 72 h de las cepas
T73YCplac33, T73YCpTATF1 y T73AiahlYCpTATF1, variando la
concentracion de glucosa disponible en el medio de cultivo (2% y
10%).

La cuantificacion de aztcares reductores y de DOy de las distintas
cepas analizadas en el transcurso del ensayo se muestra en la Figura
60. Los resultados obtenidos indican que en estas condiciones, no
existen diferencias significativas entre las cepas ensayadas.

Panel A Panel B
25 25 120 35
20 %5 x = 1 /.,_./' 1°
_ 15 E‘l“ //'7¢ 15 B ~ 80 “‘ T 2,5 _
357 *g13,] t2 2
z / @) - 60 O
S 10 N 1 95 7/ . TS50
{ 0 1
\I .\
5 \\ 015 20 7 ‘.‘ = 0,5
0 xh"'?""x'"i 0 0 e I 0
0 20 40 60 80 t(h) 0 20 40 60 80 t(h)

Figura 60 Curva de crecimiento (linea continua) y consumo de aztcares reductores
(linea punteada). Cepas ensayadas: control T73YCplac33 () y modificadas
T73YCpTATF1 (), T73Aiah1YCpTATF1 (). Panel A: glucosa al 2% (,,). Panel B:
glucosa al 10% (,,).

El analisis de produccion de los compuestos esterificados acetato de
isoamilo, de 2-feniletilo, de isobutilo y de etilo, obtenido durante la
cinética de crecimiento se muestra en las Figuras 61 a 64,
respectivamente.
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ppm Panel A ppm Panel B
4 100
/’—- % PN
3 / \.
60
2 — /
/ 40 /
1 % 20
0 T T T 0
0 20 40 60 80 t(h) 0 20 40 60 80 t(h)
Figura 6I: Cinética de acumulacion del acetato de isoamilo. Cepas

ensayadas: control T73YCplac33 () y modificadas T73YCpTATF1 (), T73A
iah1YCpTATF1 (). Panel A: glucosa al 2% (,,). Panel B: glucosa al 10% (,,).

Panel A

ppm

2
1,6 /
7
0,8
0,4 /

0 I I T
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80 t(h)

ppm Panel B

20
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8 /

4

O T T T 1
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Figura 62: Cinética de acumulacién del acetato de 2-feniletilo.

Cepas

ensayadas: control T73YCplac33 () y modificadas T73YCpTATF1 (), T73A
iah1YCpTATF1 (). Panel A: glucosa al 2% (,,). Panel B: glucosa al 10% (,,).
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ppm Panel A
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Figura 63: Cinética de acumulacion del acetato de isobutilo. Cepas ensayadas:
control T73YCplac33 () y modificadas T73YCpTATF1 (), T73Aiah1YCpTATF1
(). Panel A: glucosa al 2% (,,). Panel B: glucosa al 10% (,,).
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Figura 64: Cinética de acumulacién del acetato de etilo. Cepas ensayadas:
control T73YCplac33 () y modificadas T73YCpTATF1 (), T73Aiah1YCpTATF1
(). Panel A: glucosa al 2% (,,). Panel B: glucosa al 10% (,,).
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Los resultados obtenidos indican que las cepas T73YCpTATF1 y T73A
iah1YCpTATF1 acumulan una mayor cantidad de compuestos
esterificados que la cepa de referencia T73YCplac33. Ademas dicha
acumulacion es mayor en medio con un 10% de glucosa (Figuras 61 a
64). También muestran que el perfil de acumulacion para los acetatos
de isoamilo y de isobutilo sigue una tendencia a la saturacion,
independientemente de la concentracién de glucosa en el medio,
donde el méximo de produccién se alcanza a las 48 h del crecimiento
celular (Figuras 61 y 63), mientras que el perfil de acumulacién para
los acetatos de 2-feniletilo y de etilo si que es dependiente de la
cantidad de glucosa en el medio, observandose que con glucosa al
10% dicho perfil sigue una tendencia de produccién ascendente que a
las 72 h atn no ha alcanzado la saturacion (Figuras 62 y 64).

A pesar de todo lo expuesto, la acumulacién relativa de los ésteres

solo es mayor en la estrategia de combinacién para algunos de ellos
(Tablas 39y 40).

Subtabla A 7h 24h 48h 72h
Acetato de Isoamilo 0,78 10,97 37,03 53,32
Acetato de Isobutilo 0 6,90 13,60 14,53

Acetato de 2-Feniletilo 0,92 15,31 76,54 109,35
Acetato de Etilo 0,49 2,84 5,24 3,60

Subtabla B 7h 24h 48h 72h
Acetato de Isoamilo 1,31 45,34 72,61 85,22
Acetato de Isobutilo 0 25,46 71,64 92,86

Acetato de 2-Feniletilo 0,95 30,02 86,43 101,69
Acetato de Etilo 1,07 7,66 7,94 7,23

Tabla 39: Acumulacién relativa de los ésteres de acetato durante la cinética de
crecimiento al 2% de glucosa. Subtabla A: acumulacién cepa
T73YCpTATF1/acumulacién cepa T73YCplac33. Subtabla B: acumulacion cepa T73A
iah1YCpTATF1/acumulacion cepa T73YCplac33.
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Subtabla A 7h 24h 48h 72h
Acetato de Isoamilo 2,40 59,14 57,21 50,09
Acetato de Isobutilo 1,59 23,26 105,95 174,58

Acetato de 2-Feniletilo 1,13 33,97 55,72 162,59
Acetato de Etilo 1,00 15,17 15,25 19,35

Subtabla B 7h 24h 48h 72h
Acetato de Isoamilo 4,22 74,66 69,15 70,35
Acetato de Isobutilo 1,31 40,33 195,67 369,27

Acetato de 2-Feniletilo 1,34 27,38 104,19 185,26
Acetato de Etilo 1,38 17,81 20,50 28,72

Tabla 40: Acumulacién relativa de los ésteres de acetato durante la cinética de
crecimiento al 10% de glucosa. Subtabla A: acumulacién cepa
T73YCpTATF1/acumulacién cepa T73YCplac33. Subtabla B: acumulacién cepa T73A
iah1YCpTATF1/acumulacién cepa T73YCplac33.

Por consiguiente, las conclusiones que podemos extraer en este
apartado son:

1. Independientemente del compuesto analizado, las cepas
T73YCpTATF1 y T73AiahlYCpTATF1 acumulan una mayor
cantidad de compuestos esterificados que la cepa de referencia
T73YCplac33. (Figuras 61 a 64).

2. La produccion de ésteres de acetato en ambos tipos de cepas
modificadas aumenta al incrementar la cantidad de fuente de
carbono disponible (comparar paneles A y B de las Figuras 61 a
64), pero el maximo de acumulacién conseguido para cada uno de
los compuestos difiere. Se observa que, en cualquiera de las
condiciones ensayadas el acetato de etilo es el compuesto que
presenta los niveles de acumulacién mas elevados (Figura 64
paneles A y B, comparar con las Figuras 61 a 63) y también que
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cuando la concentracion de glucosa en el medio es del 2%, los
compuestos que mds se acumulan en el medio son, por este orden,
acetato de isoamilo, de 2-feniletilo y de isobutilo (panel A de las
Figuras 61 a 63). En medio con glucosa al 10%, sin embargo, la
ordenacioén establecida en funcién de la cantidad de compuesto
acumulado es acetato de isoamilo, de isobutilo y de 2-feniletilo
(panel B de las Figuras 61 a 63).

Aunque la estrategia de combinacién produce una mayor
acumulacion relativa de los ésteres de acetato analizados, sélo en
el caso de algunos de ellos puede considerarse esa mayor
acumulacion relativa es proporcionalmente relevante (Tablas 39 y
40, comparar subtablas A y B).

2.3. Conclusiones.

Los resultados obtenidos en los apartados de esta seccion permiten
concluir:

1.

Las condiciones Optimas para la méaxima producciéon
biotecnolégica de ésteres de acetato dependen de la estrategia
utilizada. Aplicando la estrategia de deleciéon la condicién de
maxima acumulacion de ésteres es la falta de oxigeno. Sin
embargo, con la estrategia de combinacién las condiciones éptimas
son niveles elevados de disponibilidad de fuente de carbono y
presencia de oxigeno (Figura 54, Tabla 34, apartado 2.1 y Figuras
56 a 59y Tablas 35 a 38 apartado 2.2).

2. La eficiencia de la estrategia de delecién es menor que la eficiencia

de la estrategia de sobreexpresion y que la estrategia de
combinacién (ver Figura 54, Tabla 34, apartado 2.1; Figura 30,
Tabla 10, apartado 2.2, Capitulo 2 y Figuras 56 a 59 y Tablas 35 a
38 apartado 2.2.).

. La eficiencia de la estrategia de combinacién es mayor que la

estrategia de sobreexpresion, ya que los niveles de produccién de
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ésteres de acetato en valores absolutos (Figuras 62 a 65) y relativos
(Tablas 39 y 40) son menores en ésta tltima.

4. El efecto producido por la delecién del gen IAH1 en la produccién
de ésteres de acetato es cuantitativamente poco significativo,
incluso cuando estd acoplado a la estrategia de sobreexpresion.
Por tanto, aunque la estrategia de combinacién es mas eficaz, la
sobreexpresion del gen ATF1 bajo el control del promotor TDH3
es, desde el punto de vista de la aplicaciéon biotecnolégica, la mejor
alternativa para conseguir aumentar el flujo metabdlico de la
sintesis de ésteres de acetato. Las razones que conducen a esta
afirmaciéon son dos. En primer lugar el hecho de que dicha
estrategia de sobreexpresion es una estrategia metodolégicamente
sencilla basada en una tinica modificaciéon genética. En segundo
lugar porque se consigue un desbalance considerablemente
elevado dirigido hacia el proceso biosintético, de forma que la
célula en condiciones de sobreexpresion es incapaz de compensar
y neutralizar el efecto producido por la modificacién introducida.
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CONCLUSIONES.

Las conclusiones generales que se deducen de este trabajo se detallan
a continuacion:

L

La actividad AATasas I es la responsable mayoritaria en la
sintesis de acetato de isoamilo, de 2-feniletilo y de isobutilo en S.
cerevisiae. La enzima AATasa II también participa pero en
menor grado.

II. La proteina Iah1lp hidroliza especificamente acetato de isoamilo

y de isobutilo.

ITI. La cantidad de ésteres de acetato producida por las levaduras

depende del balance entre las actividades de sintesis y de
hidrélisis por lo que la sobreproduccion de estos compuestos se
consigue al desestabilizar el equilibrio en el sentido de sintesis.
La sobreexpresién del gen codificante de la actividad AATasa
mayoritaria, ATF1, es cuantitativamente la mejor estrategia
aunque la delecién del gen IAHI, codificante de la actividad
éster hidrolasa I, también produce un ligero aumento en la
acumulacién de ciertos ésteres de acetato.

IV. Otras estrategias de ingenieria metabdlica ensayadas, como el

desvio de flujo de la ruta de biosintesis de la leucina hacia la
produccién de alcohol isoamilico por sobreexpresiéon del gen
THI3, y el aumento de flujo de dicha ruta por deleciéon de
sistemas de percepcidn y transporte de aminoacidos, no resultan
interesantes desde el punto de vista industrial. En el primer caso,
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esto es debido a la ausencia del efecto metabdlico esperado, y en
el segundo, a los defectos de crecimiento de las cepas
modificadas y a las estrictas condiciones nutricionales necesarias
para observar el aumento de flujo de la ruta metabdlica de
interés.

V. Las cepas vinicas genéticamente modificadas para la
sobreproduccion de ésteres de acetato conservan su
comportamiento adecuado en condiciones de microvinificacién
en mosto natural y, respecto de la correspondiente cepa parental,
producen vino con niveles mds altos de todos los compuestos
analizados, asi por ejemplo tras el agotamiento total de la
glucosa, se consigue aumentar del orden de 45 veces la cantidad
de acetato de isoamilo y de 2-feniletilo en la cepa genéticamente
modificada.

VI. La sobreproduccién de ésteres de acetato de las cepas vinicas
genéticamente modificadas puede optimizarse en medios con
alto contenido en glucosa (10%) y crecimiento en condiciones de
agitacién para su uso como factorias celulares. En estas
condiciones, la cepa sobreexpresante del gen ATF1 produce una
acumulacién relativa de acetato de isoamilo, por ejemplo, del
orden de 5-6 veces superiores a la obtenida en condiciones de
microvinificacién y niveles absolutos de concentracién de este
compuesto alrededor de 20 veces mds altos que en medios con
2% de glucosa.
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ANEXO I:

COMPOSICION Y DETERMINACION DE LAS CURVAS
DE CALIBRADO PARA LA CUANTIFICACION DE
ESTERES DE ACETATO Y ALCOHOLES AROMATICOS.

Las muestras utilizadas para realizar la curva patrén son disoluciones
a distintas concentraciones de los alcoholes y ésteres que se desean
cuantificar. Estos compuestos se encuentran disueltos en una
disoluciéon denominada “Vino sintético” formada por tampon
Mcllvaine 50 mM, pH 3,5 (Rojas et al., 2001) con una concentracion de
etanol del 12% (v/v) que mimetizan las condiciones fisico-quimicas
del vino.

1. CURVA PATRON DE ESTERES Y ALCOHOLES.

Las siguientes tablas muestran la composicion y las concentraciones
de la disolucién denominada “Vino sintético”, asi como las distintas
diluciones que se analizaron mediante cromatografia de gases para
realizar la curva patrén.

Vino sintético: 0,25 L

Compuestos D(er:::/ié)ld Vo(l:lil;en te(':?i%os terzli/c]:)s r(::is Efl/:s
. SAOLCI‘;}:;I’CIO 0,809 124 100 400 | 1063 4252

2-Feniletanol 1,02 98 100 400 104 416
Isobutanol 0,802 25 20 80 20 80
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1-Hexanol 0,820 24 20 80 231 92,4
Aceta.to de 0,9 22 20 80 20,7 82,8
Etilo
Acetatq de 0,87 57 50 200 56,6 226,4
Isoamilo
Aceta'tO de 2- 1,033 19 20 80 20,5 82
Feniletilo
Acetato' de 0,87 11 10 40 12,4 49,6
Isobutilo
Acetat.o de 0,873 11 10 40 13,1 524
hexilo
Capro.ato de 0,871 115 100 400 106,7  426,8
Etilo
Capnl.ato de 0,867 115 100 400 105,8 = 4232
Etilo

Tabla 41: Composicién y concentracién de los distintos compuestos que
constituyen el “Vino sintético”.

Soluciones patrén (ppm) Vino Sintético

Comopuesto Dilucion | Dilucion | Dilucion | Dilucion | Dilucion
p 1:1 15 1:10 1:25 1:50
Alcohol 4252 85,04 42,52 17,008 8,504
Isoamilico
2-Feniletanol 416 83,2 41,6 16,64 8,32
Isobutanol 80 16 8 3,2 1,6
1-Hexanol 92,4 18,48 9,24 3,696 1,848
Acetato de 82,8 16,56 8,28 3,312 1,656
Etilo
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Acetatode ) 4528 22,64 9,056 4528
Isoamilo
Acetatode2- o, 16,4 8,2 3,28 1,64
Feniletilo
Acetatode o 0 9,92 496 1,984 0,992
Isobutilo
Acetato de 52,4 10,48 5,04 2,096 1,048
hexilo
Caproatode ) (¢ 85,36 42,68 17,072 8,536
Etilo
Caprilatode 7, 84 64 42,32 16,928 8,464
Etilo
Soluciones patréon Vino Sintético
Compuesto Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
p 1:100 1:1000 1:5000 1:10000
Alcohol 4252 0,4252 0,08504 0,04252
Isoamilico
2-Feniletanol 4,16 0,416 0,0832 0,0416
Isobutanol 0,8 0,08 0,016 0,008
1-Hexanol 0,924 0,0924 0,01848 0,00924
Acetato de 0,828 0,0828 0,01656 0,00828
Etilo
Acetato de 2264 0,2264 0,04528 0,02264
Isoamilo
Acetato de 2- 0,82 0,082 0,0164 0,0082
Feniletilo
Acetato de 0,496 0,0496 0,00992 0,00496
Isobutilo
Acetato de 0,524 0,0524 0,0148 0,00524
hexilo
Caproato de
B 4268 0,4268 0,08536 0,04268
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Caprilato de
Etilo

4,232 0,4232 0,08464 0,04232 |

Tabla 42: Concentraciones de los compuestos que constituyen el “Vino sintético”

en las distintas disoluciones ensayadas.

Relacion: Area del compuesto / Area del

atron interno (2-heptanona)

., Dilucion Dilucion .
Compuesto | Dilucion 1:5 1:10 125 Dilucion 1:50
Alcohol 4,28048 227421 0,02968 0,49410
Isoamilico
D-Feniletanol | 1,89729 0,66999 0,34779 0,12002
Isobutanol 0,14385 0,09831 0,03255 0,01847
1-Hexanol 4,09979 2,04898 0,84871 0,44817
AceEtf;Z de 018542 0,13424 0,07155 0,03724
Acetato de
, 118,19598 60,36989 24 40568 12,07357
Isoamilo
Acetatode2- 1y Ho7ey 1,74085 0,72271 0,37963
Feniletilo
Acetato de 8,88792 4,80185 1,92289 0,95877
Isobutilo
Acetato de
, 65,51973 31,85439 14,37094 7,07375
hexilo
Capgt’ﬁ;o de 54580053 | 26586320 @ 119,07171 58,41804
Capgtlﬁgo de 34886249 16779413 | 13167007 76,98443
Compuesto Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
P 1:100 1:1000 1:5000 1:10000
Aleohol 0,25690 0,01965 0,01974 0,01666
Isoamilico
D-Feniletanol | 0,04224 0,00509 0,00149 0,00051
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Isobutanol 0,00779 0,00026 0,00078 0,00148
1-Hexanol 0,22778 0,02888 0,01679 0,01632
Acelz’tz’i(o) de 0,01656 0,00338 0,00315 0,00271
Acetatg de 5,36958 0,57479 0,11753 0,06208
Isoamilo
Aceta.to c.ie 2- 0,16177 0,01924 0,00353 0,00183
Feniletilo
Acetatq de 0,41409 0,04628 0,00991 0,00653
Isobutilo
Aceta’Fo de 3,04436 0,31356 0,06545 0,03415
hexilo
Cap]g(t);‘;o de 25,07127 2,59406 0,53744 0,28336
Caprilato de
. 28,98852 2,36670 0,53389 0,30873

Tabla 43: Relacién de 4reas: drea del compuesto / 4rea del patrén interno.

2. GRAFICAS RESULTANTES.

Figura 65: Curva patrén del compuesto alcohol isoamilico

relacion de area

0

20 40 60

80 100 ppm

(v = 0,0512x; r* = 0,9985).
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Figura 66: Curva patrén del compuesto 2-feniletanol
(v=0,0214x; 1 = 0,9774).
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Figura 67: Curva patrén del compuesto isobutanol
(v =0.012x; 1’ = 0,9939).
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Figura 68: Curva patrén del compuesto 1-hexanol
(y = 0,2223x; r* = 0,9998).
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Figura 69 Curva patrén del compuesto acetato de etilo
(v=0,0217x; r* = 0,9946).
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Figura 70+ Curva patrén del compuesto acetato de isoamilo
(v =2.6237x; 1 = 0,9998).
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Figura 71: Curva patrén del compuesto acetato de 2-feniletilo
(v =0.2509%; r* = 0,9905).
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Figura 72: Curva patrén del compuesto acetato de isobutilo

(v =0,9125x; * = 0,9983).
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Figura 73: Curva patrén del compuesto acetato de hexilo

(v = 6,2402x; * = 0,9993).
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Figura 74: Curva patrén del compuesto caprilato de etilo
(y = 4,2474x; 1 = 0,9449).
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Figura 75: Curva patrén del compuesto caproato de etilo
(v =6,3829x; 1° = 0,9994).
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