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Introduccién

1. LAS LEVADURA ViNICAS Y SU USO COMO CULTIVOS INICIADORES

1.1. Las levaduras vinicas

La transformacion del mosto de uva en vino es un proceso complejo en el que intervienen
diferentes especies microbianas, como son hongos filamentosos, levaduras y bacterias (lacticas
y acéticas) (Pretorius, 2000). A pesar de que el mosto de uva es un medio de crecimiento
completo, su pH acido y su elevado contenido en azlicares ejerce una fuerte presion selectiva
sobre estos microorganismos y solo unas pocas especies son capaces de crecer en él (Romano et
al., 2006). Entre todos los microorganismos presentes en la uva, son las levaduras las
principales responsables de la transformacion bioquimica del mosto. La variedad de uva, la
climatologia, las practicas vitivinicolas y las lesiones en las uvas causadas por mohos, insectos y
pajaros son factores determinantes en la variedad y proporcién de las diferentes especies de

levadura en el mosto (Pretorius, 2000).

En general, las especies de levadura mas abundantes en la superficie del grano de uva son del
género Hanseniaspora (Kloeckera) suponiendo un 50-75 % del total de la poblacion de
levaduras. En menor proporcion se encuentran especies de los géneros Candida, Brettanomyces,
Cryptococcus, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia y Rhodotorula (Pretorius, 2000). La
poblacion de especies del género Saccharomyces (ej. S. cerevisiae) en la superficie de la uva es
extremadamente baja en contradiccion con su imposicion a lo largo de la vinificacion. Aun hoy
el origen de S. cerevisiae es controvertido, diferentes investigaciones apuntan a diferentes
procedencias (Querol et al., 2003). Su limitado nimero en las uvas, la evidencia de no estar
especificamente asociada a los vifiedos u otros sustratos naturales (Martini, 1993) y su
abundancia en las superficies y el equipamiento de las bodegas ha llevado a algunos
investigadores a concluir que su origen no es “natural” sino que es el resultado de la seleccion
realizada por el hombre. En cambio para otros, su presencia en la uva aunque minoritaria y su
aislamiento en experimentos de fermentacion espontanea en condiciones de esterilidad
impidiendo la contaminacién externa a la microflora de la uva (Ribéreau-Gayon et al., 2001
Valero et al., 2007), indican que su fuente original son los vifiedos. Por ultimo, también se ha
postulado que S. cerevisiae se ha originado a partir de Saccharomyces paradoxus, que se
encuentra de forma natural asociada a insectos, a los exudados de los arboles y en extractos de

plantas fermentados (Naumov, 1996).

Durante las fermentaciones espontaneas, las condiciones de anaerobiosis, la adicion de sulfito
como agente antimicrobiano, el consumo de nutrientes y el aumento del etanol ejercen una

importante seleccion sobre la poblacion de levaduras. En estadios tempranos, la microflora es
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Las levaduras vinicas v su uso como cultivos iniciadores

bastante similar a la hallada en las uvas, predominando levaduras no Saccharomyces como
Hanseniaspora (Kloeckera), Candida, Pichia y Metschnikowia. Hacia la mitad del proceso,
estas poblaciones empiezan a desaparecer siendo el etanol (5-7 %) producido por S. cerevisiae
el principal responsable. En algunos casos, especies de Hanseniaspora (Kloeckera) y Candida
pueden contribuir significativamente al aroma del vino, como es el caso de las fermentaciones a
bajas temperaturas (15-20 °C) que disminuyen su sensibilidad al etanol (Erten, 2002). Pero, en
general, son las levaduras vinicas del grupo Saccharomyces sensu stricto las que se imponen
durante el resto de la fermentacion, principalmente S. cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus y S.
paradoxus (Romano et al., 2006). Al final de la fermentacion alcoholica, la poblacion de S.
cerevisiae empieza a disminuir. Si las condiciones de vinificacion han sido adecuadas y los
azucares han sido consumidos rapidamente y en su totalidad, no suelen aparecer otras especies
de levaduras (Ribéreau-Gayon et al., 2001). Cuando las condiciones no han sido las 6ptimas,
otras levaduras pueden contaminar el vino, como especies de Brettanomyces, Kluyveromyces,
Schizosaccharomyces, Torulaspora y Zygosaccharomyces, influyendo negativamente en la
calidad sensorial del producto final. Durante el envejecimiento y en la botella, en vinos con
azucares residuales y vinos dulces se pueden producir refermentaciones principalmente
causadas por las especies Saccharomycodes ludwigii, Zygosaccharomyces bailii y algunas cepas

de S. cerevisiae (Ribéreau-Gayon et al., 2001).

Debido a su predominancia en las fermentaciones vinicas, gracias a su elevado poder
fermentativo y resistencia al etanol, S. cerevisiae es considerada la levadura vinica por
excelencia. Las cepas industriales de esta especie poseen ciertas caracteristicas genomicas y
fisiologicas posiblemente implicadas en su adaptacion a los procesos fermentativos industriales
(Querol et al., 2003). Mientras que las cepas usadas en el laboratorio son haploides o diploides,
las levaduras vinicas son predominantemente diploides o aneuploides y en algunos casos
poliploides. Algunos experimentos han relacionado el grado de poliploidia con sus diferencias
fisicas y metabdlicas (Salmon, 1997). Otra caracteristica es la generacion de mutantes petite,
(mutantes respiro-defectivos caracterizados por grandes deleciones o la eliminacién completa
del DNA mitocondrial) que ocurre espontaneamente con gran frecuencia en estas cepas. La
aparicion de estos mutantes se ha asociado a menudo con la habilidad de crecer
anaerobicamente. Estudios recientes (Merico et al., 2007) con mas de 40 cepas, la mayoria del
complejo Saccharomyces, muestran que los linajes de levadura que sufrieron la duplicacion del
genoma presentan la habilidad de crecer sin oxigeno y de generar mutantes petite, mientras que
la mayoria de especies anteriores a esta duplicacion no son capaces de generar mutantes petite
viables y necesitan oxigeno para crecer. La presencia de estas caracteristicas en al menos una
especie de cada género sugiere que el progenitor del complejo Saccharomyces ya poseia la

capacidad de fermentar. La mayoria de las cepas vinicas halladas en los vifiedos y bodegas son

18



Introduccién

homotalicas, tras la esporulacion las formas haploides pueden cambiar de tipo sexual y conjugar
rapidamente con células de la misma colonia produciendo células diploides completamente
homocigotas. De esta forma, cepas que acumulan mutaciones recesivas en heterocigosis pueden
pasar a ser diploides homocigotas favoreciendo la seleccion o la eliminacion de alelos recesivos
beneficiosos o deletéreos, respectivamente (Barrio et al., 2006; Mortimer et al., 1994). Este
proceso conocido como “renovacién genomica” permite a las levaduras vinicas una rapida
adaptacion a las condiciones cambiantes del medio. Esta adaptacion también puede deberse a
otros mecanismos presentes en las levaduras vinicas, como son las mutaciones espontaneas, la
translocacion cromosdmica promovida por elementos Ty (Rachidi et al., 1999) y la conversion
génica (Puig et al., 2000) que explican el alto grado de polimorfismo cromosémico de las cepas
industriales. Ademas son capaces de reorganizar sus cromosomas durante el crecimiento
mitoético (Longo y Vézinhet, 1993). El fendmeno killer es otra caracteristica genética importante
de S. cerevisiae, se basa en la capacidad para producir y secretar la toxina killer (zimocina) que
es letal para cepas sensibles de la misma especie; en las cepas aisladas en mosto predominan las

de tipo K, y K5 que presentan una actividad maxima a pH bajos (Pretorius, 2000).

1.2. Los cultivos iniciadores

El concepto de inoculacion del mosto con un cultivo puro de levadura para llevar a cabo la
fermentacion vinica fue introducido en 1890 por Miiller-Thurgau (Pretorius, 2000). Las
principales funciones de estos cultivos iniciadores son garantizar un rapido inicio de Ia
fermentacion, evitar las paradas de fermentacion y asegurar la reproducibilidad de la calidad del
vino (Degre, 1993). Para ello, es necesario que las levaduras inoculadas crezcan activamente
imponiéndose sobre las especies de levadura nativas presentes en el mosto. Estudios realizados
en tanques de fermentacion de vino tinto y vino blanco inoculados con diferentes cultivos
iniciadores en forma de levadura seca activa demuestran que, en general, son capaces de

implantarse exitosamente (Ribéreau-Gayon et al., 2001).

Numerosos viticultores y endlogos defienden que la practica de fermentaciones espontaneas
permite obtener un vino con un estilo y calidad distintivos, y que la mezcla de diferentes
poblaciones de levadura permite no solo la transformacion del azicar en alcohol sino la
obtencion de otros productos finales que aportan al vino mayor complejidad. Sin embargo, en
algunas ocasiones esta diversidad da lugar a fermentaciones lentas e incluso paradas de la
fermentacion, mientras que la presencia de un numero pequefio de cepas dominantes se
caracteriza por una fermentacion rapida y completa (Ribéreau-Gayon et al, 2001). La
dependencia de las fermentaciones espontaneas del nimero y diversidad de las levaduras
presentes, de la variedad y estado de la uva y del procesado hace dificil predecir y reproducir las

caracteristicas del producto final. En las grandes bodegas donde son condiciones esenciales que
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la fermentacion sea rapida y que el producto final tenga una elevada reproducibilidad y una
calidad predecible, se prefiere el uso de indculos puros de levaduras seleccionadas (Pretorius,

2000).

Actualmente, el uso de cultivos iniciadores no solo se restringe a poder elegir cepas con una
buena capacidad fermentativa y obtener un mayor rendimiento y reproducibilidad sino que
permite la seleccion de cepas especificas para determinados procesos de vinificacion y que

generen unas caracteristicas organolépticas determinadas.

1.3. Mejora genética de levaduras vinicas

Como anteriormente se ha mencionado, el uso de cultivos iniciadores permite inocular el mosto
con cepas que presenten caracteristicas enologicas deseables para el proceso (Tabla I.1). De esta
forma se han podido seleccionar cepas de ambientes naturales que presentan alguna de estas
caracteristicas, pero es dificil encontrar cepas que presenten varias de ellas simultaneamente. El
uso de técnicas de modificacion genética estd permitiendo reunir varias propiedades de interés
en una misma cepa (revisado en Pretorius, 2000; Dequin, 2001; Schuller y Casal, 2005;
Verstrepen et al., 2006). Tradicionalmente, las técnicas de genética clasica como la
mutagénesis, la formacion de hibridos, la fusion de esferoplastos (aunque es una técnica de
genética clasica el organismo obtenido tras la fusion es considerado OMG y por tanto no esta
permitido su uso a nivel de bodega) o la citoduccion, han formado parte importante de los
programas de mejora de levaduras vinicas generando algunas cepas de interés enologico, pero
estas técnicas presentan una limitacion importante, carecen de especificidad en el cambio que se
quiere introducir, de forma que la mejora de ciertos aspectos pueden ir acompafiados del
detrimento de otros. En cambio, la ingenieria genética permite introducir modificaciones
especificas y dirigidas hacia el aspecto de interés, ademas permite introducir genes heterélogos
ofreciendo un gran abanico de posibilidades. La principal desventaja del uso de estas levaduras
modificadas genéticamente es la percepcion negativa generalizada que tiene el consumidor
hacia los productos considerados OMG (Organismo Modificado Genéticamente), aunque una
informacion adecuada y detallada acerca de la seguridad e impacto ecoldgico del producto y una

legislacion eficiente puede facilitar que la actitud del consumidor cambie.

La ingenieria genética esta permitiendo abordar las diferentes etapas de la produccion del vino
en las que estan implicadas las levaduras, desde mejorar las etapas previas como es la
produccion de levadura seca activa hasta facilitar los procesos post-fermentativos (Tabla 1.2)

(revisado en Ramon, 2005).
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Tabla I.1. Caracteristicas enoldgicas importantes en la seleccion de las levaduras vinicas S. cerevisiae.

(Adaptado de Degre, 1993; Schuller y Casal, 2005).

Caracteristica

Vigor fermentativo

Velocidad

fermentativa

Modo de crecer en

medio liquido

Produccion de espuma

Acidez volatil

Produccion o
degradacion de acido
malico

Produccion de glicerol

Produccion de

acetaldehido

Produccion de ésteres,
alcoholes superiores y
otros compuestos

volatiles.

Produccion de H,S

Comentario

Maxima cantidad de etanol (% v/v)

producida al final de la fermentacion.

Gramos de CO, producidos durante

las primeras 48 horas.

Células dispersas o floculantes.

Velocidad de sedimentacion.

Debida principalmente a la

produccion de acido acético.

Contribuye al dulzor y cuerpo del

vino.

Importante en la seleccion de cepas

responsables del envejecimiento

bioldgico.

Importante contribucion al aroma del

vino.

Afecta negativamente al aroma del

vino.

Deseable

Elevada produccion de etanol
y tolerancia a estas elevadas
concentraciones. Fermentacion

completa del azicar.
Répido inicio de la
fermentacion. Minima fase de

latencia tras la rehidratacion.

Células dispersas pero que
sedimenten al final del

Proceso.

No poseer propiedades

espumantes.

No generar mas de 100-400
mg/L.

Depende de las caracteristicas

del mosto.

Produccion entre 5-8 g/L.

Deseable en determinados
vinos (de jerez, de Oporto,

dulces)

Produccion de cantidades
determinadas contribuye
positivamente a las
caracteristicas sensoriales del

vino.

No deseable.
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Tabla I.1. (continuacion).

Caracteristica Comentario Deseable

Produccion y Agente antioxidante y Elevada capacidad

tolerancia al SO, antimicrobiano afladido durante la fermentativa en presencia de
vinificacion. SO,. Baja produccion de SO,.

Fenomeno killer Produccion de toxinas killer y

resistencia frente a las toxinas

de otras cepas.

Formacion de Compuesto toxico y posiblemente Baja produccion de urea

carbamato de etilo cancerigeno. (precursor).

Resistencia a estrés Fermentacion a bajas temperaturas Capacidad de fermentar a
(18-28 °C). bajas temperaturas.

. Resistencia a diferentes
Elevadas concentraciones de cobre

estreses en una misma cepa.
pueden causar paradas de la

-, Termotolerancia y
fermentacion.

criotolerancia.
Estrés osmotico, acido, oxidativo y

térmico. Importantes durante la
vinificacion. Afectan a la viabilidad y
vitalidad de las células durante la

produccién de la LSA.

El estado fisiologico, la viabilidad y la vitalidad de los cultivos de levadura seca activa
repercuten directamente en la capacidad para implantarse y llevar a cabo adecuadamente la
fermentacion alcoholica durante el proceso de vinificacion. Mediante ingenieria genética se han
obtenido levaduras vinicas que acumulan mas glucogeno, sobreexpresando el gen GSY2 que
codifica la principal enzima responsable de la actividad glucogeno sintasa. Este metabolito es la
principal reserva de carbohidratos de las levaduras y su mayor acumulacion aumenta la
viabilidad de las células en condiciones de ausencia de glucosa y palia la pérdida de capacidad
fermentativa tras la deshidratacion en la produccion de levadura seca activa (LSA) (Pérez-
Torrado et al, 2002; Pérez-Torrado, 2004). La modificacion de los sistemas de respuesta a
estrés, como la sobreexpresion del gen TRX2 codificante de una tiorredoxina citoplasmatica,
también permiten la mejora de la capacidad fermentativa de la levadura seca activa indicando la

importancia del estado fisiologico tras la obtencion de cultivos iniciadores (Pérez-Torrado,
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2004). La importancia de una adecuada respuesta a estrés en el comportamiento tecnoldgico de
las levaduras vinicas ha sido puesta de manifiesto también mediante la sustitucion de una copia
del promotor del gen MSN2 por el promotor del gen SP/I (proteina estructural de la pared
celular, inducida en fase estacionaria y en condiciones de estrés) (Cardona et al., 2007). La cepa
genéticamente modificada obtenida es mas resistente a choque térmico, pH acido, etanol y
ausencia de nutrientes, con una reducida fase de latencia al inocularla en mosto y una elevada

viabilidad hasta el final de la vinificacion.

Se han generado cepas con mayor produccidon de glicerol y menor produccién de etanol
mediante la sobreexpresion de los genes GPDI o GPD2 (Michnick et al., 1997; Remize et al.,
1999; Eglinton et al., 2002), ademas estas cepas también presentaron una mayor velocidad
fermentativa y consumo de la glucosa. El excesivo nivel de acido acético producido por estas
cepas puede solventarse delecionando el gen ALD6 (aldehido deshidrogenasa) como se ha
demostrado en cepas de laboratorio (Eglinton ef al., 2002). Otras estrategias para controlar los
niveles de acidez del vino se han basado en la produccion de acido lactico por las levaduras,
introduciendo en ellas el gen LDH (lactato deshidrogenasa) de diferentes origenes
(Lactobacillus casei, Dequin y Barre, 1994; Bifidobacterium longum y bovino, Ishida et al.,
2005) o construyendo levaduras capaces de llevar a cabo la fermentacion malolactica mediante
la coexpresion de las enzimas mleS (enzima malolactico) de Lactococccus lactis 'y mael

(malato-permeasa) de Schizosaccharomyces pombe (Bony et al., 1997).

La utilizacion de cepas vinicas recombinantes que expresan peptinasas, celulasas y
hemicelulasas mejora la extraccion del zumo y facilita la clarificacion y extraccion del color
(Pérez-Gonzalez et al., 1993; Gonzalez-Candelas et al., 1995; Gil et al., 2005; Louw et al.,
2006). Ademas estas estrategias pueden combinarse con la expresion de actividades
arabinofuranosidasa (Sanchez-Torres et al., 1996), ramnosidasa (Manzanares et al., 2003) y
glucosidasa (Sanchez-Torres et al., 1998) incrementando la fraccion volatil de terpenos que

aportan el aroma afrutado al vino.

Se han abordado numerosas estrategias con el fin de mejorar las caracteristicas organolépticas
del vino. Entre ellas se encuentra la modificacion directa del metabolismo de los ésteres
volatiles, principales responsables del aroma del vino, mediante la sobreexpresion de los genes
de las actividades alcohol acetiltransferasa (47F1, ATF2 y EHTI) (Lilly et al., 2000 y 2006a) y,
la combinacion de la sobreexpresion del gen ATFI con la eliminacion de la actividad esterasa
Iahlp (Uber, 2005). También se ha buscado el mismo objetivo de forma indirecta, mediante la
modulacion de la relacion acetil-CoA/CoA por manipulacion genética de la actividad carnitina
acetiltransferasa Cat2p (Cordente et al., 2007). La variacion del perfil de produccion de

alcoholes superiores se ha intentado mediante la modificacién de enzimas implicados en su
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sintesis a partir de la degradacion de aminoacidos, como por ejemplo la sobreexpresion de los
genes BAT1 y BAT?2 (actividad transaminasa de aminoacidos ramificados) (Lilly et al., 2006b).
El aumento de la concentracion de fenoles volatiles se ha conseguido mediante la construccion
de levaduras vinicas transgénicas con los genes PADC de Bacillus subtilis y PDC de

Lactobacillus plantarum que codifican descarboxilasas de acidos fenolicos (Smit et al., 2003).

El control microbiologico del mosto es otro aspecto interesante que se ha abordado mediante la
ingenieria genética. Se han construido levaduras modificadas en la sintesis del factor killer
(Boone ef al., 1990) y levaduras con capacidad bactericida gracias a la expresion del gen de la
pediocina (PedA) de Pediococcus acidilactici (Schoeman et al., 1999) o la produccion de
peroxido de hidrogeno al introducir el gen de la glucosa oxidasa (GoxI) de Aspergillus niger

(Malherbe et al., 2003).

Por otro lado, también la reduccion de la turbidez producida por agregados proteicos
procedentes de la uva puede conseguirse utilizando esta tecnologia para la sobreexpresion de las

manoproteinas Hpflp y Hpf2p (Brown et al., 2007).

Un aspecto particularmente interesante es la obtencidon de vinos mas saludables incrementando
el contenido en resveratrol o disminuyendo los niveles de carbamato de etilo en los vinos. El
aumento del resveratrol en los vinos se ha conseguido con la construccion de levaduras
transgénicas que expresan el gen de la B-glucosidasa (bgln) de Candida molischiana (Gonzalez-
Candelas et al., 2000) o que coexpresan el gen de la CoA ligasa del alamo y el gen de la
resveratrol sintasa de la uva (Becker ef al., 2003). La reducciéon de la formacion de carbamato
de etilo se ha abordado mediante la obtencion de cepas recombinantes incapaces de sintetizar

urea debido a la delecion del gen CARI (actividad arginasa) (Kitamoto et al., 1991).
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Tabla 1.2. Ejemplos de modificaciones genéticas realizadas en S. cerevisiae y su aplicacion en la

produccion de vino.

Objetivo

Mejora del estado
fisiologico del cultivo

iniciador.

Aumento de la
produccioén de glicerol y
reduccion del contenido

alcoholico.

Reduccion de la acidez

Mejora de la extraccion
del color y del clarificado,
aumento de la fraccion

volatil

Gen

GSY2

TRX2
MSN2

GPDI

GPD2

ALD6

LDH

mleS

mael

egll

pelA

EXGI

XYN2

ENDI

Producto

Glucogeno sintasa 11

Tiorredoxina II

Factor transcripcional

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa I

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa

II

Aldehido deshidrogenasa

Lactato deshidrogenasa

(Lactobacillus casei)

(Bifidobacterium longum y Bos

taurus)

Enzima malico (Lactococcus lactis)

Malato permeasa

(Schizosaccharomyces pombe)

B (1-4)-endoglucanasa

(Trichoderma longibrachiatum)

Pectato liasa (Fusarium solana f.

Sp. pisi)

Exo0-(1,3)- B-glucanasa

Endo- B(1,4)-xilanasa

(Trichoderma reesei)

Endo- B(1,4)-glucanasa

(Butyrivibrio fibrisolvens)

Referencia

Pérez-Torrado et al.,

2002
Pérez-Torrado, 2004
Cardona et al., 2007

Michnick et al., 1997
Remize et al., 1999

Eglinton et al., 2002

Eglinton et al., 2002

Dequin y Barre, 1994

Ishida et al., 2005

Bony et al., 1997

Pérez-Gonzalez et al.,

1993

Gonzalez-Candelas et

al., 1995

Gil et al., 2005

Louw et al., 2006
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Tabla L.2. (continuacion).

Objetivo

Modificacion del perfil

de ésteres volatiles

Modificacion del perfil

de alcoholes superiores

Aumento de la
concentracion de fenoles

volatiles

Control microbiologico

Reduccidn de la turbidez

Gen

abfB

bgIN

rhaA

ATF1
ATF2
EHTI
IAHI

CAT?2

BATI

BAT2

PADC

PDC

KIL-K1

PedA

Goxl1
HPF1

HPF?2

Producto
a-L-arabinofuranosidasa
(Aspergillus niger)

B-D-glucosidasa (Candida

molischiana)

o-L-ramnosidasa (4Aspergillus

aculeatus)

Alcohol acetiltransferasa |
Alcohol acetiltransferasa 11
Alcohol acetiltransferasa
Esterasa II

Carnitina acetiltransferasa

Aminoacido transaminasa

mitocondrial

Aminoacido transaminasa

citosodlica

Descarboxilasa de acidos fenodlicos

(Bacillus subtilis)

Descarboxilasa de acido p-
cumarico (Lactobacillus

plantarum)
Toxina killer K1

Pediocina (Pediococcus

acidilactici)

Glucosa oxidasa (Aspergillus niger)

Manoproteina

Manoproteina

Referencia

Sanchez-Torres et al.,

1996

Sanchez-Torres et al.,

1998

Manzanares et al.,

2003

Lilly et al., 2000

Lilly et al., 2006a

Uber, 2005
Cordente et al., 2007

Lilly et al., 2006b

Smit et al., 2003

Boone et al., 1990

Schoeman et al.,

1999
Malherbe et al., 2003

Brown et al., 2007
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Tabla L.2. (continuacion).

Objetivo

Aumento resveratrol

Reduccion de la
formacion de carbamato

de etilo

Gen Producto

bgIN  B-D-glucosidasa (Candida
molischiana)
4CL216 CoA ligasa (Populus hybrids)

vstl Resveratrol sintasa (Vitis ssp)

CARI  Arginasa

Referencia

Gonzalez-Candelas et

al., 2000

Becker et al., 2003

Kitamoto et al., 1991
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2. LA PRODUCCION INDUSTRIAL DE LEVADURA VINICA SECA ACTIVA (LSA)

La produccioén industrial de levaduras vinicas (revisado en Chen y Chiger, 1985; Degre, 1993;
Gonzalez et al., 2005) no difiere en gran medida de la produccion de levaduras panaderas, al
menos en las dos primeras etapas, el mantenimiento de los cultivos puros y su propagacion, lo
que explica que fueran estas empresas las primeras en comercializarlas a principios de los afios
60. En estos primeros afios el producto final tenia las mismas caracteristicas que la levadura
prensada de panaderia pero debido al uso estacional de las levaduras vinicas fue necesario
desarrollar nuevas formas de conservacion, como es el secado, dando lugar a un producto mas

estable.

2.1. Mantenimiento de los cultivos puros

Una adecuada conservacion de los cultivos puros que van a ser propagados y utilizados como
cultivos iniciadores es crucial para asegurar la pureza y la estabilidad de las caracteristicas por
las que fueron seleccionados. La congelacion de las células en suspension en un liquido
crioprotector, como el glicerol, es el método mas eficaz de conservacion a largo plazo. Es
conveniente que la temperatura de conservacion sea lo mas baja posible para evitar la
recristalizacion del agua que afecta negativamente a la viabilidad celular. Su almacenamiento en
nitrogeno liquido o a -80 °C resulta suficiente para mantener la estabilidad de las células durante
varios afos (Degre, 1993; Garcia et al., 2005). Como método de conservacion a corto plazo, se
suele utilizar tubos con medios de agar en pendiente que pueden mantenerse entre 3 y 6 meses a
4 °C. Cada tubo debe utilizarse una sola vez para inocular las fermentaciones escaladas.
Ademas, es recomendable que el medio sélido utilizado sea el mismo que el usado en el primer

paso de propagacion, asegurando asi una rapido inicio de la fermentacion (Degre, 1993).

2.2. Obtencion de 1a biomasa: fermentacion

Para la propagacion de las levaduras se utiliza medio melaza que ademas de ser rico en fuente
de carbono, es barato, un factor relevante en los procesos industriales. La melaza es el
subproducto de desecho mayoritario de las plantas de refinamiento de azlcar a partir de
remolacha o de cafia de aztcar. El uso de una u otra melaza depende practicamente de su
disponibilidad y precio en el mercado, siendo habitual el uso de melazas producidas en la
misma regidon o regiones cercanas. En Espafia, el azucar es obtenido a partir de cultivos de
remolacha siendo el subproducto resultante el utilizado por las empresas de produccion de
levadura. El principal azacar presente en las melazas es la sacarosa (50-65 %), que es facilmente

asimilable por Saccharomyces cerevisiae gracias a que posee una elevada actividad invertasa
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que le permite una rapida hidrélisis en glucosa y fructosa. En cambio, las melazas no resultan
una buena fuente de nitrogeno, de fosforo ni de magnesio, siendo necesario adicionarlos
normalmente en forma de sales de amonio, urea, acido fosforico y sulfato de magnesio.
También es necesario suplementarlas con vitaminas, principalmente con biotina (Ough, 1992)
ya que las levaduras son incapaces de sintetizarla, tiamina y acido pantoténico. La carencia de
este ultimo esta relacionada con la formacion de compuestos no deseables como el acido acético
y el sulfuro de hidrogeno (Wang et al., 2003; Aranda et al., 2005). Hay que tener en cuenta que
al tratarse de un subproducto de otra actividad industrial, estas melazas no suelen estar
sometidas a controles y procesos de estandarizacion por lo que es posible hallar compuestos
toxicos capaces de inhibir el crecimiento de las levaduras como metales pesados, fertilizantes,
insecticidas, herbicidas, nitritos y SO,. En las empresas de produccion de levaduras es habitual
verificar la composicion de cada lote y mezclar diferentes lotes para minimizar los posibles
efectos negativos (Pérez-Torrado, 2004; Gonzalez et al., 2005). Otro factor importante es el pH
de las melazas, que es necesario ajustar entre 4,5 y 5,0 para un crecimiento 6ptimo de las
levaduras en este medio. Antes de suplementar y ajustar el pH de las melazas, estas son diluidas
y sometidas a tratamientos de clarificacion y esterilizacion, de esta forma pueden ser

almacenadas, normalmente a 4 °C, hasta su utilizacion (Degre, 1993).

La propagacion de las levaduras (Figura 1.1) (Degre, 1993; Pérez-Torrado, 2004) se inicia a
partir de un crecimiento del cultivo puro a escala de laboratorio. A partir de él se inocula el
primer fermentador de una secuencia de fermentaciones' escalando a fermentadores de mayor
volumen en cada paso. Las primeras fermentaciones' se realizan en condiciones de batch
(cultivo discontinuo, todos los componentes se afladen desde el principio y no se renuevan)
permitiendo que las células consuman el etanol producido antes de ser inoculadas en la siguiente
fermentacion'. El resto de fermentaciones' hasta llegar a la fermentacion' comercial se realizan
en condiciones de fed-batch (la alimentacion del cultivo se hace de forma controlada a lo largo
del proceso), favoreciendo el metabolismo respiratorio que permite obtener un gran rendimiento
en biomasa, ya que la oxidacion de la glucosa durante la respiracion genera un rendimiento
energético por mol de azucar consumido mayor que el obtenido mediante el metabolismo
fermentativo. Al final del primer cultivo en fed-batch, las células pueden ser recogidas, lavadas
y centrifugadas, la crema resultante es almacenada a 2-4 °C hasta su uso como indculo de la

siguiente fermentacion'.

1 - . . L, . . , . . ., .
Nota: tradicionalmente en microbiologia industrial se utiliza el término fermentacion para describir los
procesos de cultivo de microorganismos con propositos industriales. No hay que confundir con su

acepciodn estrictamente bioquimica que se refiere a la obtencion de energia en ausencia de oxigeno.
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Una adecuada aireacion durante la propagacion de la biomasa en condiciones de fed-batch es
fundamental para alcanzar un buen rendimiento y calidad del producto. La disponibilidad de
oxigeno es imprescindible para el consumo del azlcar a través de la respiracion y minimizar el
proceso fermentativo. También es necesaria para la sintesis de acidos grasos insaturados y
esteroles, principalmente ergosterol ya que la carencia de estos compuestos afecta a la estructura
y funcion de la membrana plasmatica, limitando la capacidad de las levaduras para fermentar el
mosto principalmente debido a la reduccion de la tolerancia al etanol (Degre, 1993; Aranda et

al., 2005; Gonzalez et al., 2005).

Otro aspecto critico es la velocidad de alimentacion. Para evitar el metabolismo fermentativo es
necesario que la concentracion de glucosa no supere 0,1-0,5 mg/L. Por encima de este umbral,
aun en presencia de oxigeno, parte del azlicar se destina a la produccion de etanol, fendmeno
que se conoce como efecto Crabtree. Los elevados niveles de glucosa juegan un doble papel en
este efecto. Por un lado, se genera una gran acumulacion de piruvato intracelular a través de la
glicolisis, debido a la saturacion de las actividades piruvato deshidrogenasa, acetaldehido
deshidrogenasa y acetil CoA sintasa, favoreciendo su degradacion via piruvato descarboxilasa
(Postma et al., 1989; Frick y Wittmann, 2005; Gonzalez et al., 2005). Por otro, ejercen una
represion tanto a nivel de expresion génica como de inactivacion enzimatica sobre los

componentes del ciclo de Krebs y la cadena respiratoria (Aranda ef al., 2005).

Al final de la obtencion de biomasa, se lleva a cabo la etapa de maduracién durante 1-2 horas.
Se mantiene el cultivo sin alimentar asegurando que los sustratos son totalmente consumidos y
las células terminan de dividirse entrando en fase estacionaria (Jorgensen et al., 2002). Esta
etapa es importante para que la biomasa obtenida tenga activos sus mecanismos de respuesta
estrés y acumule metabolitos de reserva (glucogeno) y de proteccion (trehalosa), para poder
sobrevivir al proceso de secado y mantener una adecuada capacidad fermentativa tras la

rehidratacion.

2.3. Deshidratacion de la biomasa

La biomasa obtenida tras la fermentacion comercial es lavada y concentrada mediante
centrifugacion hasta obtener una crema de levadura libre de melaza (Figura 1.1). Como se
menciono anteriormente, esta crema puede almacenarse a 4 °C con ajuste de pH a 3,5 para evitar

contaminaciones por otros microorganismos.

La crema es filtrada en filtros rotativos al vacio o filtros prensa hasta conseguir una pasta con un
30-35 % de materia seca. Seguidamente, esta pasta se divide en finos filamentos que facilitaran

el posterior secado mediante extrusion a través de un plato perforado.
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El secado es llevado a cabo con aire caliente hasta obtener una materia seca con menos de un 8
% de humedad residual, incluso en muchos casos por debajo del 6 %. Aunque existen varios
tipos de deshidratadores, el mas extendido es el de tipo lecho fluidizado. Este deshidratador
hace circular aire caliente de forma continua a través de la masa permitiendo una rapida perdida
del agua y evitando que la temperatura de la levadura exceda una temperatura determinada,
normalmente 35 °C o 41 °C, a lo largo del secado. La duracion del proceso puede variar entre

15-60 min dependiendo del volumen de materia a secar y las condiciones empleadas.

Finalmente, la levadura seca activa es empaquetada al vacio, en presencia de un gas inerte o de
CO,, con el fin de reducir la oxidacion del producto. Se estima que la pérdida de viabilidad es
entre el 10 % y el 25 % por afio a 20 °C, por lo que los productores recomiendan su

almacenamiento a 4 °C y en un ambiente seco durante maximo tres afios.

2.4. Rehidratacion de la levadura seca activa

Esta etapa previa a la inoculaciéon en el mosto permite a las células recuperar su actividad
metabolica y la funcionalidad de sus membranas, facilitando un rapido inicio de la fermentacion
alcohodlica. Una adecuada rehidratacion de la LSA, minimizando los dafios en la membrana
plasmatica y la perdida de componentes intracelulares repercute notablemente en la viabilidad y

vitalidad de las células (Poirier et al., 1999).

Habitualmente, la rehidratacion se realiza en agua tibia entre 35 °C y 40 °C, algunos protocolos
recomiendan el uso de mezclas de agua y azicar o de agua y mosto (1:1) aunque este Gltimo
protocolo no es muy recomendable debido a la posible presencia de inhibidores en el mosto
fresco que dificulten la rehidratacion. El tiempo de rehidratacion no debe ser demasiado
prolongado para evitar el consumo de los metabolitos de reserva y las pérdidas de viabilidad por
choque hipoosmotico, normalmente 20-30 min se considera suficiente tiempo para que la
activacion celular tenga lugar. Inicialmente, las levaduras se vierten sobre el medio de
rehidratacion, durante los primeros 5-10 min se mantiene en estatico y posteriormente las
células son resupendidas e incubadas 10-20 min mas en agitacion. La introduccioén de una etapa
estatica inicial durante la rehidratacion reduce las pérdidas de viabilidad observadas cuando se
realiza la posterior agitacion vigorosa (Degre, 1993; Gonzalez et al., 2005; Novo, 2006).
Experimentos recientes muestran que la adicion de una etapa de preadaptacion en mosto tras la
rehidratacion y antes de su inoculacion al tanque de vinificacion puede reducir
significativamente la fase de latencia y mejorar la fermentacion vinica especialmente en

fermentaciones a bajas temperaturas (Novo et al., 2003).
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Figura I.1. Esquema del proceso industrial de obtencion de levadura seca activa (HR, humedad relativa).
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3. LA RESPUESTA A ESTRES DURANTE LA PRODUCCION DE LEVADURA SECA
ACTIVA

La produccion de LSA, como se ha descrito en el apartado anterior, es un proceso complejo
formado por varias etapas y que implica someter a las levaduras a ambientes totalmente
diferentes en cada una de ellas. La capacidad de las levaduras para responder a estos cambios es
crucial para obtener un buen rendimiento de producciéon en biomasa y un producto final con una
viabilidad y vitalidad adecuada para, posteriormente, llevar a cabo la fermentacion vinica
exitosamente. Aunque las levaduras industriales de Saccharomyces cerevisiae poseen
caracteristicas que demuestran su gran adaptacion al proceso industrial, el estudio de su
respuesta a estrés puede aportar informacion util para la mejora de este proceso, tanto a nivel de

microorganismo como tecnologico, obteniendo un producto de mejor calidad.

3.1. Mecanismos moleculares de respuesta a estrés ambiental

3.1.1. Ruta de respuesta general a estrés

La capacidad de las levaduras al aplicarles un estrés medio para desarrollar tolerancia no solo a
ese tipo de estrés si no a otros (proteccion cruzada) es debida a la existencia de una ruta comun

de integracion de la sefal, la ruta de respuesta general a estrés (Estruch, 2000). La respuesta a

estrés se encuentra conservada entre diferentes especies de levadura tan dispares como
Saccharomyces cerevisiae y la levadura de fision Schizosacchaomyces pombe aunque la
regulacion y coordinacion de ésta depende de factores transcripcionales diferentes. En cambio,
en otras levaduras como Candida albicans, esta respuesta no parece estar tan conservada,
posiblemente relacionado con la adaptacion a nichos especificos, aunque existen algunas
evidencias de caracteristicas comunes (Gasch, 2007). En Saccharomyces cerevisiae, la
induccion de la expresion de los genes de respuesta a estrés mediada por esta ruta depende de la
presencia de elementos cis-reguladores STRE (Stress Responsive Element, secuencia consenso
CCCCT) en sus promotores y su capacidad de interaccion con los factores trans-activadores
Msn2p y Msndp. La capacidad de Msn2p/Msndp para activar la transcripcion esta ligada a su
localizacion celular. Varios estudios indican que la ruta de la proteina quinasa dependiente de
cAMP (PKA) actaa directa e indirectamente sobre la localizacion subcelular de Msn2p/Msn4p
(Gorner et al., 1998; Garreau et al., 2000); mediante la fosforilacion directa en el dominio sefial
de importacion nuclear de Msn2p que inhibe su translocacion al nicleo (Gorner et al., 2002) y a
través de la exportina Msn5p que controla la salida de ¢l (Estruch, 2000). Por otro lado, la

interaccion de Msn2p/Msndp con la proteina citoplasmatica Bmh2p estimulada por la ruta TOR
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durante el crecimiento en presencia de fuentes de carbono y nitréogeno, también esta implicada

en su localizacion citoplasmatica (Beck y Hall, 1999).

En condiciones de crecimiento exponencial en presencia de glucosa y en ausencia de estrés se
induce la produccion de cAMP por la activacion de la enzima adenilato ciclasa Cyrlp mediado
por las proteinas Ras1p y Ras2p junto con el complejo receptor acoplado a proteinas G, Gprlp-
Gpa2p (Thevelein y Winde, 1999). El cAMP se une a la subunidad reguladora Beylp de la PKA
promoviendo la disociacion de las subunidades cataliticas Tpklp, Tpk2p v Tpk3p que actian
inhibiendo la respuesta general a estrés. En condiciones de estrés se reduce la actividad de la
ruta cAMP-PKA, la acumulacion de proteinas desnaturalizadas recluta proteinas Hsp (carabinas
moleculares), entre ellas Hsp70p que es un regulador positivo de la ruta Ras via Cdc25p (factor
intercambiador de nucleétidos de guanina), posibilitando asi la translocacion de Msn2p/Msn4p
al nucleo y la expresion de genes de respuesta general a estrés (Estruch, 2000). Bose y
colaboradores (2005) propone un modelo donde la proteina quinasa Srb10p permitiria la
regulacion fina de la transcripcion mediada por Msn2p. Esta quinasa actuaria conjuntamente
con la ruta cAMP-PKA en células no estresadas, inhibiendo la transcripcion de los genes STRE
al fosforilar prematuramente la subunidad grande de la enzima RNA polimerasa Il previniendo
la formacion del complejo de preiniciacion y en menor medida fosforilando a Msn2p. Y, en
células estresadas, cuando Msn2p se encuentra mayoritariamente en el nicleo unido a los
elementos STRE, Srb10p hiperfosforilaria a Msn2p mediando su degradacion nuclear via

proteasoma 26S (Lallet ef al. 2004 y 2006).

Esta ruta controla la expresion de numerosos genes implicados en diferentes tipos de estrés,
como muestra la elevada sensibilidad del mutante msn2msn4 frente al agotamiento de la fuente
de carbono, estrés térmico, osmotico y oxidativo (Martinez-Pastor ef al., 1996). Sin embargo, la
presencia de este fenotipo solo en condiciones de estrés severo indica la existencia de otros

mecanismos involucrados en la respuesta a estrés (Boy-Marcotte et al., 1999).

3.1.2. Respuesta a estrés térmico

La exposicion a elevadas temperaturas induce la sintesis de un grupo especifico de proteinas, las
proteinas de choque térmico (Hsps). Las dos familias de Hsps mas conservadas y mejor
caracterizadas son Hsp70 que incluye las familias Ssa y Ssb, y Hsp100. Estas proteinas actian
como carabinas moleculares manteniendo solubles otras proteinas parcialmente desnaturalizadas
y facilitando su plegamiento correcto (Morano et al., 1998). Incluso, como en el caso de
Hspl104p (familia Hsp100), son capaces de rescatar proteinas inactivadas de los agregados
insolubles de forma que estén accesibles a la accion de otras carabinas moleculares (Glover y

Lindquist, 1998; Glover y Tkach, 2001). También pueden promover la proteolisis de proteinas
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inadecuadamente plegadas o desnaturalizadas y participar directamente en la regulacion de la
respuesta a estrés térmico como es el caso de la familia Hsp70 (Craig y Gross, 1991; Estruch,

2000).

La transcripcion de genes que codifican proteinas Hsp depende de la presencia en sus
promotores de elementos cis HSE (Heat Shock Element, secuencia repetitiva nGAAn) que son
sitio de unién del factor activador de la transcripcion Hsflp (Heat Shock Factor), de elementos
STRE dependientes de la ruta de respuesta general a estrés o de ambos elementos cis (Boy-
Marcotte et al., 1999; Amoros y Estruch, 2001). Aunque ambas rutas actiian durante el choque
térmico, la regulacion via Msn2p/Msndp implica principalmente genes relacionados con
cambios metabodlicos generales y diversos tipos de estrés como genes del metabolismo del
carbono (7PS1, PGM2, HXKI, UGPI, GALI y GLKI entre otros) y de respuesta a estrés
oxidativo (CTTI, SODI y CPPI). En cambio, la activacion de la transcripcion por Hsflp
implica basicamente genes que codifican carabinas moleculares y proteinas asociadas (Boy-
Marcotte et al., 1999). Mas recientemente, se ha identificado al complejo formado por la
ubiquitina ligasa Rsp5p y Bullp/Bul2p como un nuevo componente implicado en la expresion
de genes con elementos HSE y/o STRE, ademas su actuacion parece ser independiente del

factor Hsflp (Kaida et al., 2003)

Coémo se regula la actividad de Hsflp en respuesta a estrés térmico es aun incierto. No depende
de su localizaciéon subcelular, como ocurre en el caso de Msn2p/Msn4p. En ausencia de estrés,
Hsflp se localiza en el nucleo formando trimeros unidos a promotores, con una actividad
transcripcional basal que mantiene una cierta expresion de proteinas Hsp necesarias para el
crecimiento normal (Estruch, 2000; Piper, 1997). En condiciones de choque térmico se produce
un fuerte incremento de su actividad transcripcional aumentando drasticamente los niveles de
mRNA codificantes de Hsps. Estos cambios en la actividad de Hsflp involucran diferentes
modificaciones postraduccionales como la hiperfosforilacion (Piper, 1997) y los cambios
conformacionales (Chen y Parker, 2002). Otros mecanismos que parecen estar implicados son:
I) la alteracion de la estructura de la cromatina durante el estrés térmico facilitando la formacion
de uniones fuertes entre Hsflp y los promotores con sitios de baja afinidad (Estruch, 2000); II)
la acumulacion de trehalosa que actia como un regulador positivo de la actividad de Hsflp
(Conlin y Nelson, 2007); III) la presencia de proteinas semidesnaturalizadas (Trotter et al.,
2002); IV) la interaccion directa de Hsp70p con Hsflp (Craig y Gross, 1991; Halladay y Craig,
1995; Bonner et al., 2000). En este ultimo caso, la interaccion con Hsp70p mantiene a Hsflp en
una foma de baja actividad y se ha propuesto que en condiciones de estrés térmico el aumento
de proteinas desnaturalizadas reclutaria a las proteinas Hsp70p de forma que no estarian

disponibles para interaccionar con Hsflp y daria lugar a la forma de elevada actividad.
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3.1.3. Respuesta a estrés hiperosmotico

Cuando las levaduras son sometidas a choque hiperosmotico se produce una rapida pérdida de
presion de turgor y de volumen celular debido a la salida masiva de agua a través de la
membrana, junto con el colapso del citoesqueleto y la parada del crecimiento (Escoté et al.,
2004). La adaptacion de las células conlleva el influjo de agua de la vacuola al citoplasma y la
sintesis de osmolitos compatibles como el glicerol (Walker y Van Dijck, 2006; Mager y
Siderius, 2002). Una vez recuperado la presion de turgor, siempre y cuando la intensidad del
estrés haya sido fisiologicamente aceptable, la célula es capaz de recuperar su capacidad

proliferativa.

El sistema de sefalizacion especifico de respuesta a estrés osmotico ha sido ampliamente
estudiado (revisado en Hohmann, 2002; Hohmann et al., 2007; de Nadal et al., 2002) y se
conoce como la via HOG (High Osmolarity Glycerol). Esta via consiste en una cascada de
activacion de MAP quinasas hasta la fosforilacion y activacion de la proteina quinasa Hoglp,
permitiendo su translocacion al ntcleo y la induccion de una gran variedad de genes a través de
varios factores transcripcionales: Sgd1p (Akhtar et al., 2000; Lin ez al., 2001), Hotlp (Alepuz et
al.,2001), Skolp (Prof. et al., 2001), Smp1lp (de Nadal et al., 2003), Msnlp (Rep et al., 1999) y
Msn2p/Msndp (Rep et al., 2000). Ademas la proteina Hoglp es reclutada por los promotores de

sus propias dianas actuando ella misma como factor transcripcional (Alepuz et al., 2003).

Aunque no se sabe exactamente como la célula percibe el estrés osmotico, parece que la sefal es
el cambio fisico en la membrana, la pérdida de la presion de turgor y no el déficit de moléculas
de agua per se (Tamas et al., 2000). Se han caracterizado dos osmosensores en la membrana
plasmatica que participan en la transduccion de la sefial, Sinlp-Ypdlp y Sholp. Sinlp, junto
con el sistema Ypdlp-Ssklp, actiia como regulador negativo durante el crecimiento normal. En
condiciones de estrés osmotico, Slnlp-Ypdlp deja de estar activo, de forma que la MAPKKK
compuesta por dos proteinas redundantes Ssk2p/Ssk22p puede fosforilar a la MAPKK Pbs2p
que a su vez fosforila a la MAPK Hoglp activandola. Sholp activa la via HOG a través de la
MAPKKK Stellp que fosforila a Pbs2p. Una vez se alcanza la adaptacion celular (por ejemplo
la recuperacion del volumen y la presion de turgor mediada por la acumulacion de glicerol) y/o
se recuperan las condiciones fisiologicas, Hoglp es desactivada por la accion de Ser/Thr
fosfatasas (Ptclp, Ptc2p y Ptc3p) y Tyr fosfatasas (Ptp2p y Ptp3p). Esta desactivacion es
esencial, ya que la activacion constitutiva de Hoglp es letal (revisado en Mager y Siderius, 2002

y Westfall et al., 2004).

Entre los genes inducidos por la ruta HOG se encuentran los genes GPDI y GPP2, implicados

en la sintesis de glicerol. El glicerol forma parte del grupo de moléculas consideradas osmolitos
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compatibles. Se acumula en grandes cantidades en la célula para contrarrestar los efectos de la
deshidratacion sin afectar al funcionamiento de ésta. Se forma a partir de la reduccion de DHAP
(dihidroxiacetona fosfato) a glicerol-3-fosfato por la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
NAD-dependiente (genes GPD1 y GPD?2) seguida de la desfosforilacion por la enzima glicerol-
3-fosfato fosfatasa NAD-dependiente (genes GPP1 y GPP2). El analisis del patron de expresion
de estos genes muestra que GPD1 y GPP2 se inducen por estrés osmotico mientras que GPD2 y
GPP1 son inducidos en condiciones de crecimiento anaerobio (Palman et al., 2001; Ansell et

al., 1997).

La acumulacién de glicerol en el interior celular durante el estrés hiperosmotico es el resultado
de un conjunto de acciones: el aumento de su biosintesis, la reduccion de su catabolismo y el
aumento de su internalizacion y retencion. La internalizacion es llevada a cabo de forma activa
por el transportador de tipo simporte glicerol/H", Stl1p (Neves et al., 2004; Ferreira et al., 2005;
Ferreira y Lucas, 2007). La retencion del glicerol acumulado es mediada por la proteina canal
Fpslp que estd regulada por los cambios osmoéticos, de manera que en condiciones

hiperosmoticas se cierra el canal impidiendo la salida del glicerol (Luyten ef al., 1995).
3.1.4. Respuesta a estrés oxidativo

El estrés oxidativo es causado por las especies reactivas de oxigeno (ROS) como el peroxido de
hidrogeno (H,0,), el radical hidroxilo (HO ) y el anion superdxido (O;). Estas formas reactivas
de oxigeno causan importantes dafios en la célula: la carbonilacion de proteinas dando lugar a su
inactivacion o a su marcaje para degradacion, la peroxidacion de lipidos insaturados que puede
desencadenar la union cruzada entre acidos grasos de diferentes membranas y la oxidacion de
las bases del DNA. Las ROS son generadas de forma natural por el propio metabolismo celular,
durante la respiracion y la B-oxidacion de los acidos grasos. Su generacion se puede incrementar
exponiendo a las células a radiaciones ionizantes, a quimicos de reciclaje redox o a metales
pesados. En condiciones normales, las células mantienen el equilibrio redox intracelular gracias
a diversos sistemas de defensa antioxidante, el estrés oxidativo se produce cuando la

concentracion de las ROS supera la capacidad de estos sistemas.

Las levaduras poseen sistemas de defensa antioxidante de tipo enzimatico y no enzimatico

(Tablas 1.3 e 1.4, respectivamente). La defensa enzimatica estd formada por varias enzimas
capaces de eliminar radicales de oxigeno y sus productos y reparar el dafio celular. La defensa
no enzimatica consiste en pequefias moléculas, solubles en agua o en ambientes lipidicos, que
reaccionan con las ROS evitando su accion oxidante sobre otros constituyentes celulares

(Jamienson, 1998).
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Tabla L.3. Los sistemas enzimaticos mas relevantes de defensa antioxidante de S. cerevisiae. (Adaptado
de Jamienson, 1998; Estruch, 2000; Grant, 2001; Folch-Mallol et al., 2004 y Walker y Van Dijck, 2006)

Sistemas

enzimaticos Proteinas Funcion

Catalasa Ctalp (peroxisoma) Descomposicion del HyO,en O, y
Cttlp (citosol) H0.

Superoxido Sodlp (Cu/Zn-SOD citoplasmatica) Dismutacion del anion superdxido

dismutasa en O, y H,O.

Enzimas de la
ruta de las

pentosas fosfato

Glutation

reductasa

Glutation

peroxidasa

Tiorredoxina

peroxidasa

Tiorredoxina

reductasa

Sod2p (Mn-SOD mitocondrial)

Zwflp (glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa)

Tkl1p (transcetolasa)

Rpelp (Ribulosa-5-fosfato epimerasa)

Glrlp (citosol, mitocondria)

Gpx1p, Gpx2p, Gpx3p

Tsalp, Tsa2p, Ahplp (citosol)
Prx1p (mitocondria)

Dot5p (nucleo)

Trrlp (citosol)

Trr2p (mitocondria)

Produccion de poder reductor

(NADPH).

Reduccion del glutation oxidado

(GSSG).

Reduccion de H,O, y peroxidos
organicos usando GSH (glutation

reducido) como reductor.

Reduccion de H,O, y alquil-
hidroperdxidos usando tiorredoxina

como donadora de protones.

Reduccidn de tiorredoxinas

oxidadas.
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Tabla I.4. Los sistemas no enzimaticos mas relevantes de defensa antioxidante de S. cerevisiae.
(Adaptado de Jamienson, 1998; Estruch, 2000; Grant, 2001; Folch-Mallol ef al., 2004 y Walker y Van

Dijck, 2006)

Sistemas no

enzimaticos Descripcion Funcién

Glutatién Tripéptido y-L-glutamil-L- Reaccion directa con las ROS.
cisteinilglicina Forma reducida reacciona con

oxidantes generando GSSG.
Formacion de conjugados con
compuestos toxicos electrofilos.
Formacién de puentes disulfuro con
proteinas.

Glutarredoxina Proteina pequefia termoestable con Reduccion puentes disulfuro entre
residuos de cisteina en su sitio activo.  proteinas y complejos proteina-
Grx1p (citosol) glutation.

Grx2p (citosol, mitocondria) Actividad glutation peroxidasa.
Grx3p, Grxdp (néicleo) Actividad glutation S-transferasa
(formacién de conjugados glutation-
Grx5p (mitocondria) ,
sustratos electrofilos para su
Grx6p, Grx7p (reticulo detoxificacion).
endoplasmatico) (Herrero, 2007,
comunicacion personal)

Tiorredoxina Proteina pequefia termoestable con Reduccion puentes disulfuro entre
residuos de cisteina en su sitio activo.  proteinas.
Trx1p, Trx2p (citosol)

Trx3p (mitocondria)

Poliaminas Cationes polivalentes con dos o mas Reaccionan con diversas ROS,
grupos amino. Espermina y principalmente con O,".
espermidina.

Metalotioneinas Proteina pequeia ricas en cisteina Almacenamiento de metales en una

capaces de unir iones metalicos.

Cuplp, Crs5p

forma no toxica. Evitan produccion

de ROS por la reaccion de Fenton.
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Dos de los sistemas de defensa antioxidante mas importantes en S. cerevisiae, y que
comprenden diferentes componentes de la respuesta a estrés oxidativo, son el sistema
glutation/glutarredoxinas y el sistema tiorredoxina (Figura 1.2) (revisado en Grant, 2001 y

Wheeler y Grant, 2004).

A) Sistema glutation/glutarredoxinas:

El glutation (revisado en Penninckx, 2002 y Pocsi et al., 2004) es la molécula tiol no proteica de
bajo peso molecular més abundante en la levadura y su importancia bioldgica esta ligada, en
gran medida, al elevado potencial reductor de su grupo sulfidrilo libre. Entre sus principales
funciones se encuentran: (I) mantener el equilibrio redox celular mediante la relacion
GSH/GSSG; (II) servir de fuente de azufre y nitrogeno en situaciones de carencia; (II1) formar
conjugados espontaneamente o via glutation-S-transferasa con compuestos electrofilos como los
xenobidticos para facilitar su eliminacion; (IV) acomplejarse con metales pesados como el Cd*
para su detoxificacion a través de la vacuola (Li et al., 1997); (V) proteger frente a estrés
oxidativo gracias a su capacidad de reaccionar directamente con radicales libres y/o actuar como
cofactor de enzimas antioxidantes, como glutation-S-transferasas, glutation peroxidasas y
glutarredoxinas. Se ha observado que cepas mutantes gsi/ incapaces de sintetizar glutation son
mas sensibles a HyO, y anién superdxido pero son capaces de generar una respuesta adaptativa
implicando la participacion de otros sistemas en la respuesta a estrés oxidativo (Stephen y
Jamienson, 1996). Ademas estos mutantes necesitan GSH exoégeno para crecer en medio
minimo de acuerdo con su actuacion como reductor durante el crecimiento normal (Grant ef al.,
1996; Spector et al., 2001). La incapacidad de estas cepas para crecer en fuentes de carbono no
fermentables reflejo la esencialidad del glutation para el funcionamiento mitocondrial como
posteriormente fue demostrado por Lee y colaboradores (2001). El intermediario y-Glu-Cys es
capaz de suplir el papel del glutation en la integridad mitocondrial y, en parte, en la tolerancia a
estrés (Grant et al., 1997). El incremento de los niveles del dipéptido al complementar la
mutacion gsh2 con un plasmido multicopia del gen GSHI elimina el fenotipo de crecimiento

deficiente de esta cepa pero no aumenta la resistencia a Cd*” o a H,O, (Wheeler et al., 2002).

Las glutarredoxinas (GRX) (revisado en Herrero et al., 2006; Herrero y de la Torre-Ruiz, 2007)
poseen en su sitio activo residuos de cisteina responsables de la reduccion de puentes disulfuro
entre proteinas y complejos proteina-glutation utilizando GSH como donador de atomos de
hidrogeno. En S. cerevisiae se han descrito dos subfamilias en funcion del numero de cisteinas
en su sitio activo, GRX ditiol (Grx1p, Grx2p) y GRX monotiol (Grx3p, Grx4p, Grx5p). Grxlp y
Grx2p presentan un 64 % de similitud de secuencia entre si pero realizan diferentes funciones

durante el crecimiento normal y en condiciones de estrés oxidativo. Grx2p es responsable de la
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mayoria de la actividad oxidorreductasa durante el crecimiento exponencial y esta implicada en
le respuesta a estrés por H,O,, mientras que Grx1p estd implicada en la defensa frente a anion
superdxido (Luikenhuis er al., 1998). Mas recientemente, se ha demostrado que tanto Grxlp
como Grx2p son activas como glutation peroxidasas (Collinson et al., 2002) y glutation S-
transferasas (Collinson y Grant, 2003). Posteriormente, Rodriguez-Manzaneque y colaboradores
(1999) identificaron la familia GRX monotiol que también posee actividad oxidorreductasa
durante el crecimiento exponencial. El mutante grx5 es particularmente sensible a estrés
oxidativo, en presencia de H,O, y menadiona, mostrando una elevada pérdida de viabilidad
acompafada de una elevada carbonilacion de proteinas. Este fenotipo es debido a la implicacion
de Grx5p en el metabolismo del hierro, la excesiva acumulacion de hierro intracelular en el
mutante grx5 aumenta la sensibilidad a los oxidantes (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002).
Ademas la delecion doble grx2grx5 es inviable, indicando el solapamiento funcional de estas
dos glutarredoxinas, apoyado por la localizaciéon mitocondrial de ambas (Rodriguez-
Manzaneque et al., 2002; Pedrajas ef al., 2002). Recientemente, se han identificado dos posibles
nuevas glutarredoxinas, Grx6p y Grx7p, asociadas al reticulo endoplasmatico que podrian estar
implicadas en el mantenimiento redox de las proteinas de nueva sintesis (Herrero, 2007,

comunicacion personal).

B) Sistema tiorredoxina:

Las tiorredoxinas son pequeias oxidorreductasas similares a las glutarredoxinas, en particular
en su centro activo donde presentan dos residuos de cisteina. La principal diferencia es que son
reducidas directamente por el NADPH mediante la accion de la enzima tiorredoxina reductasa
(Trrlp, Trr2p) mientras que las glutarredoxinas son reducidas indirectamente por el NADPH a

través del GSH.

El sistema tiorredoxina citoplasmatico estd compuesto por Trxlp y Trx2p y la tiorredoxina
reductasa, Trrlp (Gan, 1991). La delecion de ambas tiorredoxinas es viable pero estd asociado a
una serie de fenotipos que incluye la alteracion en el ciclo celular, la auxotrofia para la
metionina (Muller, 1991) y una mayor sensibilidad a estrés oxidativo (Garrido y Grant, 2002,
Trotter y Grant, 2005). Trx1p y Trx2p parecen tener actividades antioxidantes redundantes, ya
que los mutantes sencillos tx/ o trx2 presentan una resistencia a H,O, similar a la cepa control
durante el crecimiento exponencial, la sobreexpresion del gen TRX1 o TRX2 aumenta por igual
la resistencia a hidroperéxidos y ambas son capaces de actuar como cofactor de la tiorredoxina

peroxidasa Tsalp (Garrido y Grant, 2002).
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Figura 1.2. Esquema de los sistemas glutation/glutarredoxinas y tiorredoxina citosélicos y mitocondriales
(Adaptado de Penninckx, 2002; Trotter y Grant, 2003 y 2005; Wheeler y Grant, 2004; Toledano et al.,
2007). La levadura contiene dos pares de genes que codifican las glutarredoxinas (GRX! y GRX2) y las
tiorredoxinas (TRX! y TRX?2) citoplasmaticas. La forma oxidada (m) de las tiorredoxinas es reducida (m)
directamente por la tiorredoxina reductasa Trrlp. En cambio, las glutarredoxinas oxidadas (m) son
reducidas (m) por el GSH (forma reducida del glutation, m) que se oxida (GSSG, m). La reduccion del
GSSG es catalizada por la enzima glutation oxidorreductasa (Glrlp). Estos sistemas también estan
presentes en la mitocondria. Existe un sistema tiorredoxina mitocondrial completo, formado por la
tiorredoxina Trx3p y la tiorredoxina reductasa Trr2p. El sistema glutation/glutarredoxina mitocondrial se
debe a la colocalizacion de Grx2p y Glrlp en este organulo y en el citoplasma. Glrlp junto con Trr2p son
responsables del mantenimiento del estado reducido de la tiorredoxina mitocondrial Trx3p. El sistema
tiorredoxina citosolico influye en el sistema glutation/glutarredoxina de forma indirecta a través de su
papel regulador de Yaplp y de la respuesta a estrés oxidativo en la que se incluye la induccion de la
sintesis del glutation. La sintesis de glutation es llevada a cabo en el citoplasma en dos reacciones
secuenciales mediadas por las enzimas y-glutamilcisteina sintetasa (GSH) y glutation sintetasa (GSH2).
Su degradacion depende de la actividades y-glutamiltranspeptidasa (y-GT) (Jaspers et al., 1985) y L-
cisteinilglicina dipeptidasa (CGasa) y de una via alternativa dependiente del complejo multienzimatico
Duglp/2p/3p (Ganguli et al., 2007).
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La presencia de un sistema completo en la mitocondria formado por la tiorredoxina Trx3p y la
tiorredoxina reductasa Trr2p fue identificado por Pedrajas y colaboradores (1999). El estado de
oxidacion de Trx3p parece depender solo de Trr2p cuando las células son expuestas a un estrés
oxidativo, mientras que en condiciones de crecimiento normal se mantiene en su forma reducida

independientemente de la presencia del gen TRR2 (Trotter y Grant, 2005).

La funcionalidad de ambos sistemas, citoplasmatico y mitocondrial, no es esencial para la
supervivencia celular, ademas la pérdida de uno de los sistemas no influye en el estado redox
del otro sistema tiorredoxina. Aunque ambos sistemas son independientes pueden desarrollar
funciones solapantes, por ejemplo durante el crecimiento en fuentes de carbono no fermentables
y en la resistencia a hidroperoxidos, donde Trr2p es requerida en ausencia de Trrlp (Trotter y
Grant, 2005).

Existen numerosas evidencias del solapamiento funcional y de la interaccion entre el sistema
glutation/glutarredoxinas y el sistema tiorredoxina. La primera evidencia fue identificar al gen
de la glutation reductasa, GLRI, en una busqueda genética de mutaciones que confieren el
requerimiento de las tiorredoxinas (Muller, 1996). Otras evidencias fueron que la pérdida de las
tiorredoxinas citoplasmaticas fue acompafiada del incremento en los niveles de glutation tanto
reducido como oxidado (Garrido y Grant, 2002) y la necesidad de al menos un sistema disulfuro
reductasa funcional ya que el cuadruple mutante trx/trx2grxIgrx2 es inviable, (Draculic ef al.,
2000). Mientras que las tiorredoxinas citoplasmaticas regulan su estado redox de forma
independiente del sistema glutation/glutarredoxinas (Trotter y Grant, 2003), el estado de
oxidacion de la tiorredoxina mitocondrial depende de Trr2p y Glrlp durante el crecimiento
normal, tanto en condiciones aerobias como en anaerobiosis, y en presencia de estrés oxidativo
(Trotter y Grant, 2005). El sistema tiorredoxina influye en el sistema glutation/glutarredoxina a
través de Trrlp, el mutante #7r/ presenta las glutarredoxinas mayoritariamente en su estado
reducido mientras que en cepas sin modificar hay practicamente la misma cantidad de formas

reducidas que oxidadas (Trotter y Grant, 2003).

En la regulacion de la respuesta a estrés oxidativo intervienen diferentes factores
transcripcionales: Msn2p/Msndp, Yaplp y Skn7p. Yaplp forma parte de la familia de factores
transcripcionales YAP que reconocen elementos cis YRE (Yap Response Element,
TTAC/GTAA) en los promotores de los genes que regulan. Al igual que Msn2p/Msndp su
actividad transcripcional depende de su localizacion subcelular (Kuge et al., 1997). En
condiciones de crecimiento normal, el dominio C-terminal que posee una sefial de exportacion
fuera del ntcleo (NES) interacciona con la exportina Crm1p y es transportado fuera del nicleo.
En presencia de estrés oxidativo inducido por H,O,, el residuo Cys-598 proximo al dominio

NES forma un puente disulfuro con un residuo de cisteina oxidado de la glutation peroxidasa
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Gpx3p, este puente disulfuro pasa rapidamente a ser intramolecular entre la Cys-598 y la Cys-
303. Esta conformacion de Yaplp posiblemente impide la interaccion del dominio NES con
Crmlp, resultando en la acumulacion de Yaplp en el nucleo y la activacion de sus genes diana.
En cambio, electrofilos como la quinona o generadores de aniones superoxido como la
menadiona son capaces de modificar directamente a Yaplp siendo suficiente para su
localizacion en el nicleo (revisado en Rodrigues-Pousadas et al., 2004; Ikner y Shiozaki, 2005).
Skn7p posee un dominio aceptor de fosfato y forma parte de la sefializacion a través del sensor
Sinlp-Ypdlp involucrado en la respuesta a estrés hiperosmotico, en cambio la induccion de la
expresion génica mediada por Skn7p durante el estrés oxidativo parece independiente de este

S€nsor.

En presencia de estrés oxidativo, Yaplp induce la expresion de genes implicados en la sintesis y
reduccion del glutation como GSHI, GSH2 y GLRI asi como también de genes implicados en la
defensa antioxidante dependiente de GSH (GPX2 y GTTI). La inducciéon de los genes TRX2,
TRRI1 y TSAI, constituyentes del sistema tiorredoxina, es llevada a cabo por Yaplp y Skn7p
aunque su union a los promotores es independiente una de otra (Grant, 2001). En cambio, la
transcripcion de los genes GRX1 y GRX2 es dependiente de la presencia de elementos STRE en

sus promotores (Grant et al., 2000).

3.2. Respuesta a estrés durante la obtencion de la biomasa de levadura

En las primeras etapas de la obtencion de la biomasa, las células son cultivadas en batch. En
esta modalidad de cultivo, las levaduras son inoculadas en un medio melaza con un elevado
contenido en azucares y con todos los nutrientes esenciales en la concentracion necesaria para
alcanzar el rendimiento deseado. No hay una adicion de nutrientes a lo largo del proceso de
forma que el final de la fermentacion esta determinado por el agotamiento de éstos. Esta forma
de crecimiento impone a la levadura la experimentacion de importantes cambios en su

metabolismo.

En primer lugar, la elevada concentracién de glucosa en el medio causa en las levaduras la
represion del metabolismo respiratorio (efecto Crabtree, vease apartado 2.2), de forma que la
glucosa es consumida principalmente por la via fermentativa generando etanol y CO,. Ademas
se ha observado que el indculo de las células en este medio con elevada concentracion de
azlcares supone un importante choque osmoético, desencadenando la respuesta molecular tipica
a este estrés como es la induccion del gen GPD/ (glicerol-3-fosfato deshidrogenasa) implicado

en la sintesis del osmolito compatible glicerol (Pérez-Torrado et al., 2005).
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Mediante el analisis de genes marcadores de estrés, se ha detectado una respuesta importante a
estrés oxidativo (Pérez-Torrado, 2004; Pérez-Torrado et al., 2005) debido a la aireacion de los
cultivos desde el principio del proceso. Esta aireacion es necesaria para la respiracion del etanol
producido tras el agotamiento de la glucosa. El estudio de genes implicados en la respuesta a
estrés oxidativo como los genes TRX2 (tiorredoxina) y GREI (funcion desconocida) en
condiciones de fermentacion con aireacion y sin aireacion durante el consumo de la sacarosa,
mostré que, durante el metabolismo fermentativo de las levaduras, la elevada aireacion podia
dirigir una pequefia parte del consumo de la glucosa hacia la via oxidativa. Este metabolismo
generaria especies reactivas de oxigeno (ROS) que desencadenaria la induccion de los
mecanismos de respuesta a estrés oxidativo. Experimentos en condiciones de laboratorio han
mostrado una mayor carbonilacion de proteinas en levaduras creciendo en medio con fuente de
carbono fermentable que en condiciones oxidativas (Cabiscol et al., 2000), indicando que el
efecto de las ROS es mayor durante el metabolismo fermentativo que durante la respiracion.
Estos datos sugieren que la aireacion desde el inicio de la fermentacion podria tener un efecto
negativo sobre la viabilidad y vitalidad de la levadura, y que la modificaciéon del proceso
reduciendo la aireacion al periodo de respiracion del etanol (donde es imprescindible la
presencia de oxigeno) podria paliarlos. Sin embargo, la prolongada parada del crecimiento
durante el cambio diduxico (cambio del metabolismo fermentativo al respiratorio tras el
agotamiento de los azlicares) observada en los experimentos sin aireacion indica que es
necesario un estudio mas amplio de la repercusion de este efecto (Pérez-Torrado, 2004), que

actualmente esta en curso en nuestro laboratorio.

Durante el cultivo en fed-batch se pretende obtener el maximo rendimiento del proceso
(cantidad de biomasa obtenida por cantidad de melaza consumida), manteniendo al minimo el
metabolismo fermentativo y favoreciendo el metabolismo oxidativo de la glucosa. Para ello, el
cultivo es fuertemente aireado y la adicion de medio se realiza de forma que asegure niveles
bajos de azucar sin superar el umbral de concentracion de glucosa que produce la represion de la
respiracion. El metabolismo respiratorio que caracteriza esta etapa desencadena un estrés
oxidativo que es puesto de manifiesto por la induccion de la expresion de los genes TRX2 y
GPDI (la concentracion de azucares durante el fed-batch no es suficiente para generar una
respuesta a estrés osmotico). La expresion de estos genes es gradual al contrario que durante la
fase de batch, probablemente debido a que las células proceden de un cultivo en fase
estacionaria, en la cual se han activado los sistemas de defensas dependientes de la ruta general
de respuesta a estrés (Pérez-Torrado ef al., 2005). Este estrés oxidativo también se ha observado
en otros estudios comparativos entre crecimientos fed-batch en melaza y en medio sintético

(Shima et al., 2005), donde se inducen los genes GRX4 (glutarredoxina monotiol) y HSPI3
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(recientemente identificado como un gen implicado en la proteccion frente a estrés oxidativo,

Skoneczcna et al., 2007).

En general, la fuerte induccion del gen HSPI12 (proteina de choque térmico, implicada en
resistencia a la deshidratacion y en la respuesta a numerosos tipos de estrés) como indicador de
activacion de la respuesta general a estrés muestra que la levadura percibe estrés durante las

diferentes etapas de la obtencion de la biomasa (Pérez-Torrado et al., 2005).

3.3. Respuesta a estrés durante la deshidratacion y la rehidratacion

Saccharomyces cerevisiae es considerado un organismo tolerante a la desecacion, capaz de
sobrevivir en estado de anhidrobiosis durante largos periodos de tiempo y revivir rapidamente
cuando es rehidratado. Aun asi la capacidad de la levadura para soportar la desecacion y
reasumir un metabolismo activo en presencia de agua estd fuertemente ligada a su estado

fisiologico y a las condiciones en las que se lleve a cabo la deshidratacion y la rehidratacion.

Durante la deshidratacion se produce la detencion del crecimiento (Singh et al., 2005) y
numerosos cambios que afectan a la estructura y funcionalidad de las membranas y de las
proteinas (Potts, 1994). Las moléculas de agua son necesarias tanto para mantener la
conformacion de las proteinas como para las reacciones enzimaticas. Su pérdida produce la
desnaturalizacion y agregacion de las proteinas con la consecuente pérdida de actividad que en
algunos casos se mantiene irreversible tras la rehidratacion (Prestrelski et al., 1993). El efecto
de la pérdida de moléculas de agua sobre la fase de transicion de los lipidos de membrana se ha
descrito como uno de los dafios mas graves de la deshidratacion (Crowe et al., 1992). En estado
hidratado y a la temperatura fisiologica, la bicapa lipidica se mantiene en fase de cristal-liquido
o fluida (las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos se mantienen méviles). En la
deshidratacion, la eliminacion de moléculas de agua que interaccionan con la bicapa aumenta el
empaquetamiento de las cabezas polares de los lipidos, facilitando una mayor formacién de
interacciones de van der Waals entre las cadenas hidrocarbonadas que fuerza la transicion de la
membrana a la fase de gel (las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos estan rigidas). Durante la
rehidratacion, la membrana debe sufrir otra transicion de fase y retornar al estado de cristal-
liquido. La temperatura de transicion de fase (7)) varia dependiendo de la naturaleza del
fosfolipido (tamafio de la cadena hidrocarbonada, nivel de insaturacion y presencia de esteroles)
y de la presencia de agua. La composicion lipidica de las membranas biologicas es heterogénea
de forma que durante la rehidratacion coexisten regiones en fase de cristal-liquido con regiones
en fase de gel, incapaces de interaccionar correctamente entre si, causando la pérdida de las
propiedades de barrera de la membrana con la consecuente pérdida del contenido

citoplasmatico. Esta liberacion al medio de constituyentes celulares puede desencadenar la
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muerte celular. Numerosos estudios muestran que se produce una elevada mortalidad cuando la
rehidratacion tiene lugar a temperaturas cercanas a la 7, de la membrana, al coincidir un
elevado flujo de agua con una membrana inestable en fase de transicion. Productores de
levaduras y bodegueros sabian desde muchos afios atras que era conveniente realizar la
rehidratacion de la LSA en agua caliente (normalmente 40 °C). Apoyando esta idea empirica
Leslie y colaboradores (1994) establecieron experimentalmente que la temperatura de transicion
de fase de las células de S. cerevisiae en fase estacionaria deshidratadas era aproximadamente
40 °C y que la rehidratacion por encima de esta temperatura disminuia la pérdida de
componentes celulares y aumentaba la viabilidad. Estudios posteriores han mostrado que
rehidrataciones por debajo de la 7}, de la membrana de la levadura totalmente hidratada (10 °C)
también permite mantener un elevado numero de células viables (Beney et al., 2001; Laroche y
Gervais, 2003). La integridad celular parece estar fuertemente afectada por los cambios en la
fluidez de la membrana. Experimentos de deshidratacion y rehidratacion a la misma temperatura
conllevan menores cambios en la fluidez y presentan un mayor porcentaje de viabilidad celular

que realizados a diferentes temperaturas (Laroche y Gervais, 2003; Guyot et al., 20006).

Otro evento relacionado con la muerte celular durante la deshidratacion-rehidratacion, es la
formacion de endovesiculas. El plegamiento de la membrana debido a la pérdida del agua
intracelular facilita la formacion de estas endovesiculas con la consecuente reduccion del area
celular superficial. Cuando las células son rehidratadas, el aumento de volumen produce la lisis

celular (Simonin et al., 2007).

Las levaduras presentan diferentes estrategias para mantener la fluidez de la membrana (Beney
et al., 2001). La presencia de ergosterol es una de ellas, su estructura rigida intercalada entre los
fosfolipidos desarrolla una funciéon estructural similar al colesterol en células animales,
estabilizando las membranas, haciendo la fase de gel mas fluida y la fase de cristal-liquido mas
rigida (Leslie et al., 1994). Su sintesis durante la produccion de biomasa es crucial para la
tolerancia a etanol durante la fermentacion vinica (Zuzuarregui et al., 2005) pero también esta
implicado en la resistencia a estrés térmico (Swan y Watson, 1998). Teniendo en cuenta que el
secado de la levadura vinica se realiza entre 35 °C y 41 °C, una elevada presencia de esta
molécula en las membranas puede ayudar a mantener la viabilidad celular durante esta etapa de

la obtencion de LSA.

En condiciones extremas de desecacion, las plantas superiores acumulan gran cantidad de
proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant) que se caracterizan por su gran hidrofilicidad y
su elevado porcentaje de glicinas. Estudios comparativos basados en estas proteinas han
identificado otras similares en diferentes organismos, renombrandolas como hidrofilinas

(Garay-Arroyo et al., 2000). En Saccharomyces cerevisiae se han identificado nueve
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(codificadas por los genes GON7, GREI, SIP18, STF2, HSP12, YBROI6W, YJLI44W ¢
YNLI190W) que también parecen estar implicadas en la respuesta a déficit de agua. Todos estos
genes se inducen en condiciones de estrés osmético y cuatro de ellos estan relacionados con la
membrana plasmatica y la pared celular. El gen GON7 esta involucrado en la biosintesis de
manoproteinas de la pared celular, los productos de los genes HSP12 ¢ YBROI6W se localizan
en la membrana plasmatica y el gen YNLI90W codifica una proteina de pared celular. De la
mayoria se desconoce su funcion, como GRE!I y SIP18, pero aparecen fuertemente inducidos en
células deshidratadas (Singh et al., 2005), ademas estan implicados en la respuesta a otros tipos
de estrés como osmotico (ambos), oxidativo, i6nico y metales pesados (GREI). El gen de esta
familia mejor caracterizado hasta la fecha es HSPI/2, su producto se encuentra tanto en el
citoplasma como asociado a la membrana plasmatica y a la pared celular. Es capaz de proteger
la integridad estructural de los liposomas durante la deshidratacion cuando se encuentra presente
en el exterior o en ambas partes de la membrana. Estudios recientes indican que actiia como un
plastificante de la pared celular aportando flexibilidad, permitiendo la expansion y contraccion
durante cambios osmdticos en el ambiente, previniendo asi la rotura celular (Sales et al., 2000;

Motshwene et al., 2004; Karreman et al., 2007).

Ademas, el estrés por déficit de agua aumenta la formacion de ROS que contribuyen al dafio
celular actuando sobre lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Franga et al., 2007). Los estudios
realizados por Hieda (1981) mostraron que la exposicion de las levaduras deshidratadas a
oxigeno producia importantes cambios genéticos apuntando ya a la importancia del dafio
oxidativo en la deshidratacion. En cepas de laboratorio se ha observado un incremento de la
oxidacion intracelular superior a 10 veces tras la deshidratacion, acompanado de una mayor
peroxidacién de los lipidos (hasta dos veces mas que en células frescas) (Pereira et al., 2003;
Espindola et al., 2003; Franga et al., 2005). En células deshidratadas se ha verificado que
durante el almacenamiento aumenta el nivel de carbonilacion de las proteinas y esto parece
correlacionar con una menor viabilidad (Franga ef al., 2007). El origen de los radicales libres
generados durante la pérdida de agua se desconoce pero parece estar ligado al desacoplamiento
de la cadena de transporte electronico mitocondrial causado por la deshidratacion (Leprince et
al., 1994). Durante la deshidratacion, varios cambios pueden favorecer la acumulacion de ROS
como son la pérdida de moléculas de agua de la capa de solvatacion de las moléculas y la
reduccion del tamafio de la célula que produce la concentracion de sus componentes afectando a
la fuerza idnica y al pH. Estos cambios pueden alterar el funcionamiento de determinados

enzimas ¢ impedir la actuacion de los sistemas de defensa antioxidante (Franga et al., 2007).

La importancia de los sistemas de defensa antioxidante, tanto enzimaticos como no enzimaticos,

en la deshidratacion ha sido puesta de manifiesto por varios estudios. La sobreexpresion de los
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genes SOD1 (superoxido dismutasa citosolica) y SOD2 (superoxido dismutasa mitocondrial) en
una cepa de laboratorio aumenta el porcentaje de supervivencia a la deshidratacion hasta ocho
veces con respecto a la cepa parental (Pereira ef al., 2003). Este mismo estudio demuestra que la
presencia de una sola isoforma Sod es suficiente para mantener la tolerancia a la deshidratacion
y unos niveles de actividad similares a los presentados en la cepa control poseedora de las dos
isoformas. Tanto la enzima citosolica como la mitocondrial son capaces de asumir totalmente la
funcion protectora frente al dafio oxidativo en ausencia de la otra actividad. Mutantes carentes
de catalasa T citsolica (Cttlp) son mas sensibles a la pérdida de agua (una reduccion del 70 %
en la viabilidad respecto de la cepa control) aunque la actividad catalasa se mantiene similar a la
presente en la cepa parental, indicando que el aumento de la actividad catalasa peroxisomal
(Ctalp) no es suficiente para proteger frente a la deshidratacion (Franga et al., 2005). El
glutation juega un papel importante en la proteccion de la membrana celular durante el secado,
ya que cepas mutantes incapaces de sintetizar esta molécula muestran una gran peroxidacion
lipidica tanto en células frescas como en células deshidratadas (hasta cuatro veces mas en el
mutante gshl que en la cepa de referencia). La adicion de glutation monoetil éster a las células
que carecian de GSH no solo restauré sino que duplico el porcentaje de células viables respecto
de la cepa control tras la deshidratacion, confirmando la importancia del glutation para tolerar
este estrés (Espindola et al., 2003). Los analisis de expresion global (Rossignol et al., 2006)
muestran una fuerte induccion en células deshidratadas de genes relacionados con la respuesta a
estrés oxidativo, como CTT1, SODI1, SOD2, GTTI] y GTT2 (glutation-S transferasa), apoyando

los datos previos obtenidos con cepas mutantes.
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4. FUNCION DE LA TREHALOSA EN LA LEVADURA Saccharomyces cerevisiae

La trehalosa (a-D-glucopiranosil (1-1)-o-D-glucopirandsido) es un disacarido ampliamente
distribuido en la naturaleza. Estd presente en bacterias, hongos, levaduras, plantas superiores e
incluso en el reino animal. Tanto es asi que aunque las células de mamifero no acumulan
trehalosa, los humanos poseemos la enzima trehalasa en células epiteliales del intestino y en
células renales del tiibulo proximal. Las funciones que desempefia son diversas y dependientes
del organismo. Es usada como fuente de energia en el vuelo de los insectos y en los primeros
estadios de la germinacion de las esporas fingicas. Actlla como componente estructural de la
pared celular de algunas bacterias, como micobacterias y corinobacterias, formando parte del
factor de virulencia cord factor. Participa en al regulacion del crecimiento en plantas y de forma
similar en el control del flujo glicolitico en levaduras. Y finalmente, en numerosos organismos
actiia como molécula de proteccion frente a estrés (revisado en Argiielles, 2000 y Elbein et al.,

2003).

Las levaduras industriales, tanto panaderas como cerveceras y vinicas, acumulan grandes
cantidades de este metabolito pudiendo alcanzar concentraciones del 20 % del peso seco de la
levadura (Degre, 1993). En cepas silvestres aisladas de ambientes fermentativos tradicionales se
ha correlacionado las elevadas cantidades de trehalosa con una elevada tolerancia a estreses
comunes en las practicas industriales y una elevada capacidad fermentativa (Nishida et al.,
2004; Vianna et al., 2007). Asi, el contenido en trehalosa de las levaduras vinicas se considera
un parametro importante para la estabilidad y viabilidad del producto final, incluso en la
industria se realizan tratamientos especiales, como el choque térmico o el aumento de la presion
osmotica, para incrementar su contenido antes de someter a las levaduras al secado (Degre,

1993).

4.1. Metabolismo de la trehalosa y su implicacion en la respuesta a estrés

En Saccharomyces cerevisiae, la sintesis de trehalosa es llevada a cabo en el citosol en dos
reacciones secuenciales (Figura 1.3): en primer lugar, la enzima Tpslp (actividad trehalosa-6-
fosfato sintasa) cataliza la sintesis de trehalosa-6-fosfato a partir de glucosa-6-fosfato y UDP-
glucosa, posteriormente, Tps2p (actividad trehalosa-6-fosfato fosfatasa) desfosforila Ia
trehalosa-6-fosfato generando trehalosa. Estas dos subunidades cataliticas forman parte del
complejo multienzimatico trehalosa sintasa junto con otras dos subunidades, Tsllp y Tps3p
(identificada por homologia de secuencia con Tsllp), de las que se desconoce su funcion pero
parecen estar implicadas en la regulacion y mantenimiento de la integridad del complejo (Bell et

al., 1998).
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Figura 1.3. Metabolismo de la trehalosa en la levadura S. cerevisiae (Adaptado de Singer y Lindquist,
1998; Saccharomyces cerevisiae Genome Database). La sintesis de la trehalosa se produce en el citosol
mediada por el complejo multienzimatico trehalosa sintasa formado por Tpslp con actividad trehalosa-6-
fosfato sintasa, Tps2p con actividad trehalosa-6-fosfato fosfatasa y dos subunidades reguladoras, Tsllp y
Tps3p. La degradacion de este metabolito en dos moléculas de glucosa es llevada a cabo por la enzima
trehalasa neutra Nth1p en el citosol y por la enzima trehalasa acida Athlp en la vacuola y/o en el espacio
periplasmico. El gen NTH?2 fue identificado por su elevado grado de homologia con NTH! aunque hasta
ahora no se habia detectado actividad trehalasa asociada a este gen.

La degradacion de la trehalosa en dos moléculas de glucosa es realizada por las enzimas
trehalasa (Figura 1.3). En S. cerevisiae se han descrito dos actividades (Londesborough y
Varimo, 1984): la trehalasa neutra (App y Holzer, 1989), codificada por el gen NTHI,
localizada en el citosol y con actividad maxima a pH 7,0; y la trehalasa acida, codificada por el
gen ATHI (Alizadeh y Klionsky, 1996), con actividad maxima a pH 4,5 y localizada en la
vacuola (Harris y Cotter, 1988; Huang et al., 2007) aunque algunos estudios apuntan a que
también podria localizarse en el espacio periplasmico (Jules et al., 2004). Por homologia de
secuencia (77 %) con NTH]I se identifico el gen NTH2 (Wolfe y Lohan, 1994). Aunque se ha
detectado transcripcion del gen NTH2 y se ha observado su induccion cuando la glucosa es
totalmente consumida, la deleciéon de este gen no afecta a los niveles de trehalosa ni a los

niveles de actividad trehalasa neutra. El tnico fenotipo descrito para el mutante nth2 es una
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mayor sensibilidad frente a choque térmico a 50 °C (Nwaka et al., 1995b). Tradicionalmente, se
ha considerado que Nthlp es la principal responsable de la degradacion de la trehalosa
intracelular (San Miguel y Argiielles, 1994; Nwaka et al., 1994), mientras que Athlp se
encargaria de la degradacion de la trehalosa extracelular para su utilizacion como fuente de
carbono (Nwaka et al., 1996; Basu et al., 2006). Aunque algunos estudios apuntan a que existe
cierto solapamiento de funciones entre ambas trehalasas. La cepa mutante ath/ que en un
principio se habia descrito como incapaz de crecer en trehalosa como tnica fuente de carbono
(Nwaka et al., 1996), en el estudio realizado por Jules y colaboradores (2004) si fue capaz de
crecer pero presentd una larga fase de latencia, este mismo comportamiento fue presentado por
la cepa nthl, mientras que la cepa doble mutante para la trehalasa acida y para el transportador
de trehalosa, athlagtl, fue incapaz de crecer. Estos resultados han llevado a estos autores a
proponer una via alternativa de asimilacion de trehalosa extracelular donde la trehalosa seria
internalizada por el transportador Agtlp (Plourde-Owobi et al/, 1999) y una vez en el citosol
seria degradada por Nthlp. Ademas, el mutante nth/ presenta un crecimiento pobre en glicerol
que es una fuente de carbono no fermentable, indicando que en condiciones donde el aporte
energético de la fuente de carbono es muy bajo podria ser necesario degradar la trehalosa
intracelular como aporte energético adicional. Este mismo fenotipo fue mostrado por el mutante
athl y fue aun mas acusado en el doble mutante nthlathl, apuntando a la participacion de
Athlp en la degradacion de la trehalosa intracelular (Nwaka et al., 1995a). Trabajos realizados
en nuestro laboratorio también apoyan esta funcion de la trehalasa acida (Gimeno-Alcaiiiz,
2000). En ellos se observo una disminucion de los niveles de trehalosa hacia el final de la fase
estacionaria en el mutante nthl coincidiendo con un pico de actividad trehalasa acida, y el
mutante athl presentd un ligero aumento de los niveles de trehalosa con respecto a la cepa

silvestre.

En un principio se propuso que el papel de la trehalosa en Saccharomyces cerevisiae era actuar
como azucar de reserva, pero su ciclo de sintesis y degradacion no concuerda con el seguido por
otros metabolitos de reserva. Al contrario que el glucégeno (la reserva de carbohidratos mas
importante de esta levadura), que se acumula durante la fase exponencial, cuando hay una gran
disposicion de glucosa en el medio, la trehalosa no se acumula hasta que la glucosa es
consumida y las células entran en el cambio diduxico. Ademas, no se metaboliza hasta el final
de la fase estacionaria coincidiendo con el comienzo de la muerte celular (Lillie y Pringle, 1980;
Wiemken, 1990). Durante el crecimiento exponencial de S. cerevisiae existe expresion basal de
los genes de sintesis de trehalosa TPS! y TPS2, a pesar de estar parcialmente reprimidos por
glucosa, pero la acumulacion de trehalosa es practicamente nula debido a que en esta fase
también se expresa el gen NTHI siendo su producto activo (Parrou ef al., 1997; Parrou et al.,

1999; San Miguel y Argiielles, 1994). Este ciclo futil se ha relacionado con la regulacion del
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flujo glicolitico, como un sistema que mantendria los niveles de fosfato libre necesarios para el
funcionamiento de esta ruta (Thevelein y Hohmann, 1995) aunque también existen datos que
contradicen esta hipoétesis (revisado en Gancedo y Flores, 2004). Como se ha mencionado
anteriormente, la acumulacion de trehalosa tiene lugar después del cambio diduxico,
coincidiendo con la inactivacion de la PKA por ausencia de glucosa, lo que implica la
desrepresion de los genes de sintesis de trehalosa y la inactivacion de la trehalasa neutra. La
trehalosa es metabolizada hacia el final de la fase estacionaria coincidiendo con la actividad
trehalasa acida aunque también se ha descrito la presencia de actividad trehalasa neutra residual

(Gimeno-Alcaiiiz, 2000).

Actualmente y confirmado por numerosas observaciones, se considera que la funcion principal
de este metabolito es actuar como molécula protectora durante condiciones de estrés. Niveles
elevados de este disacarido mejoran la viabilidad de las células al someterlas a determinados
tipos de estrés como el térmico (De Virgilio et al., 1994), osmético (Hounsa ef al., 1998), estrés
por acido acético (Lewis ef al., 1997), o desecacion (Hottiger et al., 1987a). En cambio, en otras
condiciones de estrés no existe una correlacion clara entre el nivel de trehalosa y la tolerancia,
como es el caso del estrés oxidativo por peroxido de hidrogeno (Pedrefo et al., 2002). Los
cuatro genes implicados en la biosintesis de trehalosa (TPS1, TPS2, TPS3 y TSLI) poseen
secuencias STRE en sus promotores y se inducen durante numerosos estreses como estrés
salino, elevadas temperaturas y carencia de nutrientes (Winderickx et al., 1996), posiblemente
regulados por la ruta de respuesta general a estrés como se ha demostrado para el gen TPS/ en
condiciones de estrés osmotico y térmico (Parrou et al., 1997). También se ha propuesto la
induccion de la expresion de los genes TPSI y TPS2 a través del factor transcripcional Yaplp
en presencia de estrés oxidativo, temperatura elevada, cicloheximida o NaCl (Lee et al., 1999;
Gounalaki y Thireos, 1999). El aumento de la sintesis de trehalosa durante las condiciones de
estrés no solo depende de la acumulacidn de las proteinas implicadas en este proceso sino que
puede depender de otros mecanismos de regulacion como el aumento de las actividades
enzimaticas trehalosa-6-fosfato sintasa y trehalosa-6-fosfato fosfatasa observado en células

sometidas a un choque térmico a 40 °C (Neves y Frangois, 1992).

La trehalasa neutra también es inducida en multiples condiciones de estrés y al menos en la
respuesta a estrés térmico y osmotico estd controlada por elementos STRE y los factores
transcripcionales Msn2/Msn4 (Zahringer et al., 2000). El caso mas estudiado es la respuesta a
estrés por elevadas temperaturas, donde un choque térmico a 40 °C aumenta la actividad
enzimatica Nth1p debido a la induccion de la transcripcion del gen NTHI (Nwaka ef al., 1995a)
y a la estabilizacion de Nth1p mediante fosforilacion dependiente de las subunidades cataliticas

de la PKA, Tpklp y Tpk2p (Zéahringer et al., 1998). Por encima de esta temperatura, a 42 °C, no
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se detecta induccion del gen NTH! pero la enzima es funcional, lo que explica que el mutante
nthl acumule mas trehalosa que la cepa salvaje en estas condiciones (Parrou et al., 1997). Estos
datos, conjuntamente con el hecho de que la mutacion nthl da lugar a un retraso en la
recuperacion del crecimiento tras el choque térmico y un ligero defecto en la termotolerancia
(fenotipo de “recuperacion pobre tras choque térmico”) (Nwaka et al., 1995a), indican que tanto
la sintesis como la degradacion de la trehalosa son necesarias para la adquisicion de tolerancia a
elevadas temperaturas. Singuer y Lindquist (1998) propusieron un modelo de actuacion
conjunta entre la trehalosa y las proteinas Hsp donde durante el estrés térmico la trehalosa
interaccionaria con las proteinas evitando su desnaturalizacién y también con las proteinas
desnaturalizadas para evitar su agregacion. Una vez desaparecido el estrés, la persistencia de la
trehalosa en el mutante nthl estaria impidiendo el replegamiento espontdneo de las proteinas
parcialmente desnaturalizadas o mediado por las carabinas moleculares Hsp, interfiriendo en la
recuperacion celular. Recientemente, se ha propuesto que la acumulacion de trehalosa también
podria estar actuando como activador/regulador de la respuesta molecular a estrés térmico, de
forma indirecta aumentando la osmolaridad celular que desencadena la activacion de la via
PKC1 (Mensonides et al., 2005) o de forma directa modificando la estructura del factor
transcripcional Hsflp (Bulman y Nelson, 2005; Conlin y Nelson, 2007). Este fenotipo del
mutante nthl también ha sido descrito para otras condiciones de estrés (Gimeno-Alcaiiz, 2000;
Pedrefio et al., 2002). Ademas, se ha propuesto la participacion de la trehalasa neutra de forma
independiente a la acumulacion de trehalosa en la proteccion frente a tratamientos con agentes
quimicos toxicos (CuSO4 o NaAsQO,) o con perdxido de hidrégeno (Zahringer et al., 1997;
Pedrefio et al, 2002), donde se produce induccion de la transcripcion del gen NTHI pero no

cambios en la acumulacion del disacarido.

En contraposicion, el gen ATHI carece de secuencias STRE en su promotor y no es necesario
para la supervivencia a las condiciones de estrés anteriormente mencionadas, lo que parece
indicar que la trehalasa 4cida no estaria implicada en la respuesta a estrés. Sin embargo, en
estudios realizados en nuestro laboratorio y en otros laboratorios, se muestra como la mutacion
nthlathl revierte el fenotipo de “recuperacion pobre tras choque térmico” del mutante nthl, y
elimina su retraso en el crecimiento observado en medio hiperosmético, con etanol como unica
fuente de carbono (Gimeno-Alcaiiiz, 2000) y en presencia de peroxido de hidrogeno (Pedrefio et
al., 2002). Sugiriendo que, la mutacién athl tiene un fenotipo asociado a estrés que es

dependiente de la presencia de la mutacion nthl.

4.2. Papel de la trehalosa durante la deshidratacién-rehidratacion

Numerosos organismos capaces de soportar largos periodos de tiempo en estado de

anhidrobiosis (practicamente deshidratados, con apenas un 0,1 % de contenido en agua)
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acumulan grandes concentraciones de disacaridos, normalmente trehalosa aunque las semillas
de plantas superiores acumulan sacarosa. Como la trehalosa es capaz de proteger las células en
estado deshidratado ha sido durante largo tiempo objeto de debate y dos mecanismos de
actuacion independientes, aunque no excluyentes, han sido propuestos. Actualmente se tiende a

pensar que ambos estan implicados en la proteccion:

a) Reemplazamiento de las moléculas de agua: la trehalosa es capaz de interaccionar
directamente mediante uniones de sus grupos hidroxilo con los grupos fosfato de los
fosfolipidos, sustituyendo asi a las moléculas de agua que se pierden por evaporacion. Estas
interacciones mantendrian la bicapa expandida durante la deshidratacion evitando la
transicion de los lipidos a fase de gel (Crowe et al., 1992). También a través de sus grupos
hidroxilo puede interaccionar con los residuos polares de las proteinas, estabilizandolas.
Apoyando esta hipotesis se ha determinado que la acumulacion de trehalosa en células
integras deshidratadas disminuye la 7}, de 60 °C (en ausencia de trehalosa) a 40 °C (Leslie et
al., 1994) y que porcentajes por encima del 2 % de trehalosa disminuyen el nimero de
moléculas de agua ligadas a membranas y proteinas (Sano ef al., 1999).

b) Vitrificacion: se basa en la capacidad de los azucares, como la trehalosa o la sacarosa,
para formar cristales. En este estado, los azicares, poseen una elevada viscosidad y una baja
movilidad. Se ha sugerido que la vitrificacién aumentaria la viscosidad del citoplasma y esto
podria proteger membranas y proteinas al limitar el movimiento molecular, la agregacion de
las proteinas y suprimir las reacciones degenerativas que estan asociadas al proceso de
deshidratacion. Aunque se ha detectado la presencia de cristales en la levadura seca activa
(Schebor et al., 2000), numerosas evidencias indican que aunque la vitrificacion puede ser
necesaria no es suficiente por si sola para estabilizar las células en estado deshidratado

(revisado por Crowe et al., 1998; Cerrutti et al., 2000).

Independientemente de la forma de actuacion, la trehalosa afecta a la supervivencia de las
levaduras a la deshidratacion, siendo también importante su cantidad. En levaduras panaderas
con solo un 5 % de trehalosa la supervivencia al secado fue tres veces menor que en células con
un 20 % (Cerrutti et al., 2000). Hasta que punto Saccharomyces cerevisiae requiere su presencia
es un aspecto controvertido, mientras que algunos datos indican que es imprescindible y que
ademas es necesario que se encuentre en ambos lados de la membrana para conferir una
proteccion adecuada (Eleuterio et al., 1993; Sales et al., 2000), datos recientes obtenidos con el
mutante tps! (incapaz de sintetizar trehalosa) en fase postdiauxica apuntan a que existen otros
mecanismos activos en esta etapa de crecimiento que son capaces de conferir cierta resistencia a

la deshidratacion (Ratnakumar y Tunnacliffe, 2006).
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Como se menciond en el apartado 3.3 entre los efectos nocivos de la deshidratacion se encuentra
el estrés oxidativo. La proteccion de los componentes celulares al ataque de las ROS podria
formar parte de la tolerancia a la deshidratacion ligada a la trehalosa. La adicion de trehalosa
externa o el pretratamiento térmico para aumentar su produccion por la célula aumentan la
supervivencia y reducen la oxidacion intracelular producida por los agentes oxidantes
menadiona y perdxido de hidrégeno combinado con cloruro férrico (generadores de aniones
superdxido) (Benaroudj et al., 2001; Herdeiro et al., 2006). Esta proteccion se detecta tanto a
nivel de carbonilacién de proteinas como en la peroxidacion de los lipidos. Esto ultimo fue
corroborado por Oku y colaboradores (2003) que detectaron que la trehalosa interacciona in
vitro con los acidos grasos insaturados reduciendo su oxidacion. En células deshidratadas
también se ha observado algo similar, la adiciéon de un 10 % de trehalosa disminuye la
oxidacion intracelular y la peroxidacion lipidica y aumenta el nimero de células viables tras la
deshidratacion, especialmente cuando las células carecen de actividad superdxido dismutasa
(Pereira et al., 2003). El efecto protector de la trehalosa parece ser dependiente del tipo de estrés
oxidativo al que es sometida la célula, en experimentos con perdxidos como H,0, y
terbutilhidroperdxido no existe una correlacion entre la presencia de trehalosa y la tolerancia al

estrés (Pereira ef al., 2001; Pedrefio ef al., 2002; Herdeiro et al., 2006).

Se han llevado a cabo varios estudios basados en el metabolismo de la trehalosa con el fin de
mejorar la resistencia de las levaduras a la deshidratacion. Un claro ejemplo de las aplicaciones
de este metabolito en el proceso industrial fue mostrado por Eleutherio y colaboradores (1997),
donde, simplemente, aplicando un estrés osmoético en Saccharomyces uvarum var.
carlsbergensis (variedad que acumula poca trehalosa durante la fase estacionaria del
crecimiento y no sobrevive a la deshidratacion) se inducia la acumulacion de trehalosa y esto
fue suficiente para conseguir viabilidades de hasta un 60 % tras el secado. Otras aproximaciones
han consistido en la eliminacion de las actividades catabodlicas de la trehalosa (Kim et al., 1996,
Shima et al., 1999). Esta estrategia aplicada a levaduras panaderas ha generado interesantes
resultados, los mutantes que carecian de actividad trehalasa neutra o trehalasa acida acumularon
mas trehalosa y presentaron mas poder gasificante en masas panarias dulces y saladas (Shima et

al.,1999).
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En el transcurso de este trabajo se han abordado los siguientes objetivos:

1. Disefio de un protocolo de deshidratacion a escala de laboratorio de levaduras vinicas
para la obtencion de levadura seca activa y comparacion del mismo con los procesos
industriales de secado.

a. Obtencion de biomasa a partir de la levadura vinica T73 en fermentaciones
controladas y seguimiento de los parametros fisicoquimicos de la fermentacion.
Determinacién del contenido de humedad, trehalosa y capacidad fermentativa
de las muestras obtenidas a lo largo de la deshidratacion a escala de laboratorio

y a nivel de planta piloto.

2. Caracterizacion molecular del estado fisiologico de las levaduras vinicas durante la
deshidratacion en condiciones de laboratorio y en condiciones industriales.

a. Analisis de la expresion de genes marcadores de diferentes tipos de estrés como
estudio previo para determinar cual es la respuesta celular mas relevante
durante el proceso de deshidratacion.

b. Estudio de la respuesta a estrés oxidativo y su efecto sobre la biomasa
deshidratada mediante el analisis de la expresion de genes relacionadas con
dicho estrés, determinacion de metabolitos de defensa como el glutation y

evaluacion del dafio celular como es la peroxidacion lipidica.

3. Estudio del papel del metabolismo de la trehalosa en la respuesta a estrés y en la
resistencia a la deshidratacion, y disefio de estrategias de mejora genética para la
obtencion de levadura seca activa.

a. Estudio previo del efecto de la sobreacumulacion de trehalosa en cepas de
laboratorio mutantes en genes que codifican las actividades trehalasa bajo
condiciones de deshidratacion osmotica por estrés salino. Abordado mediante el
analisis de la expresion de los genes NTHI y ATHI y sus actividades trehalasa
asociadas, la determinacion de la trehalosa intracelular y la evaluacion de la
capacidad para recuperar el crecimiento normal tras estrés.

b. Efecto de la carencia de determinadas actividades trehalasa en la cepa vinica
T73 durante el proceso de deshidratacion en estufa mediante la determinacion
de las actividades trehalasa restantes, contenido en trehalosa, capacidad

fermentativa y peroxidacion lipidica.
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Materiales y Métodos

1. MATERIALES

1.1. Cepas de microorganismos

En este trabajo se han empleado las cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae de laboratorio

que se incluyen en la Tabla M.1 y las cepas industriales incluidas en la Tabla M.2.

Tabla M.1. Cepas de laboratorio de Saccharomyces cerevisiae.

Cepa Genotipo Procedencia

MCY1264 MATa, gal, Ahis3, leu2::HIS3, M. Carlson
lys2-801, ura3-52

nthl MCY1264 Anthl Gimeno-Alcaiiiz, 2000

athl MCY1264 Aathl Gimeno-Alcaiiiz, 2000

nthlathl MCY1264 Anthl Aathl Gimeno-Alcaiiiz, 2000

nthinth2athl MCY1264 Anthl Anth2 Aathl  Construida en este trabajo.

nthlnth2athlagtl MCY1264 Anthl Anth2 Aathl  Construida en este trabajo.
Aagtl

hogl MCY1264 Ahogl Pérez-Torrado

Tabla M.2. Cepas industriales de Saccharomyces cerevisiae.

Cepa Genotipo Procedencia

T73 (CECT 1894) Cepa vinica industrial Querol et al., 1992. Lallemand Inc.
T73-4 T73 ura3::470/ura3::470 Puig, 1998

T73-4 URA T73-4 ura3::470/URA3 Construida en este trabajo.
T73Anthl T73-4 Gimeno-Alcaiiiz, 2000

nthlAl::loxP/nthi Al::1oxP/
nthlA2::1oxP

Tnthl T73Anthl ura3::470/URA3 Construida en este trabajo.

Tathl T73-4 Construida en este trabajo.
athlAl::1oxP/athl Al::10xP,
ura3::470/URA3
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Tabla M.2. (continuacion).

Cepa Genotipo Procedencia

Tnthlathl T73Anthl Construida en este trabajo.

athl Al::loxP/athl Al::10xP,
ura3::470/URA3

Tnthlnth2athl Tnthathl Construida en este trabajo.
nth2 Al ::1oxP/nth2Al::10xP,
ura3::470/URA3

1.2. Plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo se describen en la Tabla M.3.

Tabla M.3. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Descripcion Procedencia

pHSPI2 Plasmido bacteriano pUC18 en el que se ha  Praekelt y Meacok, 1990
clonado el fragmento EcoRI de 600 pb que
contiene el gen de levadura HSPI2;
marcador URA3.

pSH47 Plasmido de levadura pBS39 que contiene el  Giildener et al., 1996
gen de la recombinasa Cre bajo el control de

un promotor GAL; marcador URA3.

pUG6 Plasmido Dbacteriano pFA6-kanMX4 que  Gildener et al., 1996
contiene el gen de resistencia a geneticina

kanMX4 flanqueado por sitios loxP.

pURA3 Plasmido bacteriano pUCI18 en el que se ha  Puig, 1998
clonado el fragmento Hindlll de 1170 pb que

contiene el gen de levadura URA3.

YEp-STI1 Plasmido de levadura YEp24 en el que se ha  Nicolet y Craig, 1989
clonado un fragmento de 9 kb que contiene

el gen de levadura ST//; marcador URA3.
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1.3. Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR y QRT-PCR fueron disefiados
utilizando los programas Gene Runner y Primer Express respectivamente y sintetizados por la
casa comercial Isogen. Su secuencia y uso concreto se describen en la Tabla M.4 y Tabla M.5

respectivamente.

Los oligonucledtidos para QRT-PCR retinen una serie de caracteristicas especiales que se
detallan a continuacion: todos tienen una 7m de 60 °C (Tm =2 °C x (A+T) +4°C x (G + C)),

el tamano del amplificado varia entre 50 y 153 pb y se situa proximo al extremo 3" del gen.

Tabla M.4. Oligonucleotidos utilizados en las reacciones de PCR.

Oligonucleétido Secuencia (5'a 3") Uso
AGT1 S1' AACATTTCTGAGTCTTCAAGAGA Casete de delecion del gen
TATTGTAAACCAACAGGCGTAC AGTI.
GCTGCAGGTCGAC
AGT1 C2' CCCTTTTACTTAACATTTATCAG Casete de delecion del gen
CTGCATTTAATTCTCGCACTAGT AGTI.
GGATCTGATATC
AGT1 Al GCCATAGATTCTACTCGGTC Comprobacion de la delecion
del gen AGTI.
AGT1 A2 GACACTAATATGGACCACAGG Comprobacion de la delecion
del gen AGTI.
ATHI1.1 CTTGAATGGACACGAAGGG Obtencion de la sonda ATHI.
ATH1.2 CGCCTGTTTAATCTCCAC Obtencion de la sonda ATHI.
ATHI1 S1' TTTAACAAAGAGTTCCAGGCTTA Casete de delecion del gen
CATACTCACATGCCTCGCGTACG ATHI.
CTGCAGGTCGAC
ATHI1 C2' CGACTGGTTGCGACTTGCTTCGT Casete de delecion del gen
AGTATGGCTCACTTGGGACTAGT ATHI.
GGATCTGATATC
ATHI1 Al ACGACAAACCAACAGCCG Comprobacion de la delecion
del gen ATHI.
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Tabla M.4. (continuacion).

Oligonucleétido

ATHI1 A2

ATHI1 A3

ATHI1 A4

GPD1.1
GPD1.2
GRX2.1
GRX2.2
GRXS5.1
GRXS.2
GSH1.1
GSH1.2

K2

K3

NTHI1 Al
NTHI1 A2

NTH2 S1!

NTH2 C2!

NTH2 Al

Secuencia (5'a 3")

CCGATGTGCCCAGATTTC

CCAGGCTTACATACTCACATGC

GCTTCGTAGTATGGCTCACTTG

TTGAATGCTGGTAGAAAG

TGACCGAATCTGATGATC

GTATCCCAGGAAACAGTTGC

GTTTCCAAATCGCTGTTACC

CATAAGGTCATTTTCCCCC

CTTCTTCAGGTACCAATGCC

CCCGATGAAGTCATTAACA

GGAAAAGGTCAAAATGCT

GGGACAATTCAACGCGTCTG

CCTCGACATCATCTGCCCAG

GGATTTTTCAGGAGCGAGG

GCTCCACCATACCTCTTGC

ATTTGACGCAGGTTCGGATCAGA

CATTTGGTATATAAGGACGTACG

CTGCAGGTCGAC

TTACACAACTTGATTAATAATAT

TTGACCTTACTCTAACTAGTGGA

TCTGATATC

AGGTTCGGATCAGACATTTG

Uso

Comprobacion de la delecion

del gen ATHI.

Comprobacion de la delecion

del gen ATHI.

Comprobacion de la delecion

del gen ATHI.

Obtencion de la sonda GPDI.
Obtencion de la sonda GPDI.
Obtencion de la sonda GRX2.
Obtencion de la sonda GRX2.
Obtencion de la sonda GRXS.
Obtencion de la sonda GRXS.
Obtencion de la sonda GSH]I.
Obtencion de la sonda GSHI.

Comprobacion de la

integracion del gen Kan®.

Comprobacion de la

integracion del gen Kan®.
Obtencion de la sonda NTH].
Obtencion de la sonda NTH .

Casete de delecion del gen

NTH?2.

Casete de delecion del gen

NTH2.

Comprobacion de la delecion

del gen NTH2.
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Tabla M.4. (continuacion).

Oligonucleétido Secuencia (5'a 3") Uso

NTH2 A2 GGGTATAATCCTTCATTCCG Comprobacion de la delecion
del gen NTH?.

NTH2 A3 GTTATAGCGCTTGTAGGAACTG  Comprobacion de la delecion
del gen NTH?2.

TRRI1.1 ATGAAGGTATGATGGCGAAC Obtencion de la sonda TRRI.

TRR1.2 ATCCTGAACATCACCAGCAG Obtencion de la sonda TRRI.

TRX2.1 AAATCCGCTTCTGAATAC Obtencion de la sonda TRX2.

TRX2.2 CTATACGTTGGAAGCAATAG Obtencion de la sonda TRX2.

TSA1.1 CAAGTTCAAAAGCAAGCTCC Obtencion de la sonda TSA1.

TSA1.2 TCAACCAATCTCAAGGCTTC Obtencion de la sonda TSA1.

URA 1 AATGTGGCTGTGGTTTCAGG Comprobacion de la
complementacion de la
auxotrofia ura3.

URA 2 TCTACCTTAGCATCCCTTCCC Comprobacion de la
complementacion de la
auxotrofia ura3.

URA 4 GGCGAGGTATTGGATAGTTCC Comprobacion de la

complementacion de la

auxotrofia ura3.

1 . , , . L
La secuencia subrayada corresponde al extremo 5” (S1) o 3" (C2) de los genes correspondientes. La secuencia sin

subrayar corresponde a la secuencia del plasmido pUG®6 utilizado como molde.

Tabla M.5. Oligonucleotidos utilizados en las reacciones de QRT-PCR.

Oligonucleétido Secuencia (5’a 3") Gen
18S.RT.F TTGCGATAACGAACGAGACC RDNI8
18S.RT.R CATCGGCTTGAAACCGATAG RDNI8
ACT1.RT.F CATGTTCCCAGGTATTGCCG ACTI
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Tabla M.5. (continuacion).

Oligonucleétido

ACT1.RT.R

GPD1.RT.F

GPD1.RT.R

GRX2.RT.F

GRX2.RT.R

GRXS.RT.F

GRXS.RT.R

GSH1.RT.F

GSH1.RT.R

HSP12.RT.F

HSP12.RT.R

STI1.RT.F

STI1.RT.R

TRR1.RT.F

TRR1.RT.R

TRX2.RT.F

TRX2.RT.R

TSA1.RT.F

TSA1.RT.R

Secuencia (5’a 3")

GCCAAAGCGGTGATTTCCT
GGTGAGATCATCAGATTCGG
CCTAGCAACCTTGACGTTTC
AATCCAAGGCCCTTGTGTTG
GTACAGTTTTTTGGCCCGAG
GACCCAGAGCTACGTGAAG
CCAGAGCGTGCCATACTTG
CCGGACAAAAAGGATTCTCC
CGGAATACGCAGCGTTCTC
TGACAAGGCCGACAAGGTC
GCGGCTCCCATGTAATCTC
CGGAGGCGTATGTTAACCC
CATTCGGCCAATCACTCTTG
GAAACCGATTTGCCAGTCAG
GCTTCATCAGTGTCGACTTG
GCTGAAGTTTCTTCCATGCC
GACTCTGGTAACCTCCTTAC
CCTTGAGATTGGTTGAAGCC

GCACCTGGAGTCCAGTTAC

Gen

ACTI

GPDI

GPDI

GRX2

GRX2

GRX5

GRX5

GSHI

GSHI

HSPI12

HSPI12

STI1

STI1

TRRI

TRRI

TRX2

TRX2

TSAI

TSAI
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2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

2.1. Bacterias

Los cultivos de Escherichia coli se llevaron a cabo a 37 °C con agitacion (200 rpm) en medio
LB (extracto de levadura 0,5 % (p/v), bactotriptona 1 % (p/v), NaCl 1 % (p/v)), suplementado
con agar al 2 % (p/v) para los cultivos en placa. Para la selecciéon de cepas con plasmido se

afiadi6 al medio ampicilina (50 mg/L).

2.2. Levaduras

Los distintos medios y condiciones de cultivo utilizados se describen a continuacion. El
crecimiento del cultivo en medios liquidos se estim6 midiendo la D.O.9, en algunos casos
también se realizo el contaje del nimero de células por mL de cultivo en cdmara cuentaglobulos

Neubauer.

2.2.1. Condiciones de laboratorio

Las distintas cepas de Saccharomyces cerevisiae se cultivaron a 30 °C, con agitacion orbital
(200 rpm) para los medios liquidos siguiendo las recomendaciones descritas por Sherman y

colaboradores (1995).

El medio rico (extracto de levadura 1 % (p/v), bactopeptona 2 % (p/v)) fue suplementado con
glucosa 2 % (p/v) (YPD), galactosa 2 % (p/v) (YPGal) o glucosa 10 % (p/v) mas fructosa 10 %
(p/v) (YPGF). El medio minimo (SD) utilizado contenia base nitrogenada para levadura sin
aminoacidos (YNB) 0,17 % (p/v), (NH4)SO4 0,5 % (p/v) y glucosa 2 % (p/v). Para cepas que
albergaban auxotrofias se afiadieron los requerimientos necesarios a una concentracion final de
20 mg/L (histidina, triptéfano, adenina y uracilo), 30 mg/L (lisina) o 100 mg/L (leucina). Los

medios solidos fueron suplementados con agar 2 % (p/v).

La seleccion de transformantes con resistencia a geneticina se llevo a cabo en medio sélido

YPD con geneticina (G418, Gibco BRL) 100 mg/L o 200 mg/L.

La seleccion de células auxotrofas para el uracilo se realizé en medio s6lido SD con uracilo y

acido 5-fluoro-ordtico (SD-FOA) al 0,1 % (p/v).

Los experimentos de estrés se realizaron en condiciones de laboratorio. A partir de precultivos

en YPD se inocularon cultivos del mismo medio que crecieron hasta alcanzar la D.O.4 de 1,0

en los experimentos de estrés osmotico y estrés por ausencia de glucosa, y hasta D.O.g 6,0 en
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los experimentos de estrés salino. Se recogieron las células por centrifugacion a 3500 rpm
durante 3 min, se lavaron con agua destilada y se inocularon en YPD suplementado con sorbitol
0,9 M (estrés osmotico) donde se mantuvieron durante 1, 3 y 6 horas; o con NaCl 1,2 M (estrés
salino) donde se tomaron muestras a las 1, 3, 6 y 24 horas; o en YP (extracto de levadura 1 %
(p/v), bactopeptona 2 % (p/v)) para el estrés por ausencia de glucosa donde fueron incubadas

durante 8 y 24 horas.

Los experimentos de deshidratacioén a escala de laboratorio se realizaron con biomasa obtenida

de cultivos en YPD en fase estacionaria (48 horas) o de fermentacion en melaza (vease
Condiciones industriales). Se recogieron las células por centrifugacion a 3500 rpm 3 min y se
lavaron con agua destilada, la crema resultante tras la centrifugacion fue extendida en capa fina
y secada en una estufa de conveccion (Incubator, Sanyo) a 35 °C. Se tomaron muestras a
diferentes tiempos de secado y se calculd el contenido en humedad residual en funcion de la

perdida de peso de la biomasa.

2.2.2. Condiciones industriales

La simulacion en el laboratorio de la produccion industrial de levaduras se realizd en un

biorreactor BIOFLO III (NBS, New Jersey, USA) de 5 L de capacidad maxima. El medio

utilizado durante todo el proceso de propagacion de las levaduras fue jarabe de melaza diluido
hasta alcanzar una concentracion de sacarosa de 6,1 % (p/v) en el batch y 10 % (p/v) en el
medio de alimentacion (fed-batch). En los dos casos se suplementé con (NHy4),SO4 0,75 % (p/v),
KH,PO,4 0,35 % (p/v), MgS047H,0 0,075 % (p/v), biotina 0,5 mg/L, pantotenato calcico 1
mg/L e hidroclorhidrato de tiamina 1 mg/L. A los 2 L de medio en la fase de batch se afiadio 1
L durante la fase de fed-batch. La agitacion varié entre 300-500 rpm automaticamente para
mantener la concentracion de O, siempre superior al 20 %, determinada por un electrodo de
oxigeno (Metler, Toledo). La temperatura de crecimiento se mantuvo a 30 °C mediante una
camisa de agua refrigerada. El pH del medio de crecimiento se ajusto inicialmente a 4,5 con
H;PO4 42 % (v/v) y se siguid su variacion durante el batch. En el periodo de fed-batch se
mantuvo constante a 4,5 afiadiendo NaOH 1 M. Las medidas se realizaron en linea con el
electrodo de pH (Ingold). Se administré un caudal de aire de 0,5-1,5 Kg/cm®. La velocidad de
alimentacion se increment6 de forma discontinua de 0,5 a 1,5 mL/min. Se afiadi6 antiespumante

(antifoam 204, Sigma) hasta una concentracion final de 0,05 % (v/v).

La produccion de biomasa a escala de planta piloto (Laboratory of Research and Development,

Lallemand S.A.S., Toulouse, Francia) abarc6 72 horas y se llevé a cabo en un biorreactor
BIOFLO 4500 (New Brunswick Scientific) con capacidad para 30 L. Para la etapa de batch se
inocularon 10 L de medio rico pH 4,8 (80 g/L de azucar, Lallemand S.A.S.) con 20 mL de un
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precultivo de 50 mL del mismo medio crecido 24 horas a 30 °C en agitacion. Transcurridas 24
horas de batch, se elimind parte del contenido del fermentador, quedando 33,75 g de biomasa
que sirvieron de indculo para la etapa de fed-batch. Se ajustd a 11 L de volumen con agua estéril
y se inicio la alimentacién del cultivo. Durante la etapa de fed-batch, el cultivo se aliment6 con
medio MELAZA (300 g/L de azlcar, pH 4,8, suplementada con acido pantoténico, biotina,
tiamina, sulfato de zinc, MgSQ, y acido fosforico, Lallemand S.A.S.) y NH,OH 5 %, siguiendo
una rampa de velocidad de alimentacion automatizada y monitorizada por un ordenador
(Lallemand S.A.S.). Durante todo el proceso, se mantuvieron constantes la temperatura a 30 °C,
el pH a 4,8 mediante NaOH y H,SO, y también la aireacion (1 V aire/V medio). La agitacion
durante la etapa de batch se mantuvo constante a 250 rpm durante las 7 primeras horas y a 400
rpm las siguientes 17 horas. Durante la etapa de fed-batch, la agitacion oscild entre 400 y 650
rpm dependiendo de los requerimientos de aireacion del cultivo a lo largo del crecimiento.
Transcurridas 24 horas de fed-batch, se llevé a cabo la etapa de maduracion donde el cultivo se
mantuvo sin alimentar durante 1-2 horas antes de recoger la biomasa generada para su

deshidratacion.

Para llevar a cabo la deshidratacion a escala de planta piloto, primero la biomasa fue

centrifugada en una centrifuga Westfalia Separator AG hasta obtener una crema de levadura 3
veces mas concentrada y libre de melaza. Parte de la crema resultante se proceso
inmediatamente mientras que otra parte fue almacenada a 4 °C hasta su procesamiento tras 20 o
24 horas, en algunas de las cremas almacenadas se ajusté el pH a 3,5 con H,SO,. Para facilitar
la disgregacion de las células durante el secado se afiadio a la crema una mezcla de
monoestearato de sorbitan y NaOH. La crema fue filtrada y posteriormente se dividié por
extrusion en filamentos para facilitar y acelerar el secado. El secado fue llevado a cabo en un
deshidratador de tipo lecho fluidizado (Lit Fluidisé Versa-Glatt GPCG Type 1) hasta obtener un
producto final con una humedad residual por debajo del 8 %. La temperatura de la biomasa de
levadura no superd los 35 °C o los 41 °C. El contenido en agua residual se analizé en un

desecador (Sartorius MA30).

2.3. Medida de viabilidad

Se tomo una alicuota del cultivo y se ajustd a una D.O.¢p0 de 1,0 con agua destilada, a partir de
ésta se realizaron diluciones seriadas (1 x 102,5x102,2,5x 102, 1,25 x 10 y 6,25 x 10'4), de
las que se depositaron gotas de 5 uL sobre placas de YPD. En el experimento de estrés salino se
realizé una dilucion mas (3,125 x 10™). Las placas fueron incubadas a 30 °C durante 1-2 dias y

se compar¢ el crecimiento de colonias en las gotas correspondientes a las distintas diluciones.
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3. METODOS DE MANIPULACION Y ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS

3.1. Obtencion de DNA

3.1.1. DNA plasmidico bacteriano

Las preparaciones de DNA plasmidico a pequefia escala se realizaron segtin el protocolo basado
en la lisis alcalina descrito por Sambrook y Rusell (2001) a partir de 4 mL de cultivo LB con
ampicilina. Para obtener mayores cantidades se inocularon cultivos de 50 mL y se utilizaron

distintos sistemas comerciales (Perfectprep® Plasmid Midi, Eppendorf; Plasmid Midi Kit,

Quiagen).
3.1.2. DNA gendOmico de levadura

La obtencion de DNA genomico de levadura se llevd a cabo a partir de cultivos de 5 mL de

YPD segun lo descrito con anterioridad por Hoffman y Winston (1987).

3.2. Obtencion de RNA total de levaduras

Se recogieron 50-70 mg de peso seco de células por centrifugacion a 3500 rpm, se lavaron con
agua destilada, se congelaron con nitrégeno liquido y se guardaron congeladas a -80 °C hasta su
procesamiento.

Para la obtencion de RNA, las células se descongelaron en hielo y fueron sometidas a diferentes
métodos de rotura celular dependiendo del estado de las células y de la cantidad y calidad
necesarias del RNA. El tratamiento con fenol caliente descrito por Kohrer y Domdey (1991) fue
aplicado a células recogidas directamente de medio de cultivo y que fueron analizadas por
Northern Blot. Las células se resuspendieron en 0,5 mL de tampén TES (Tris-HCI 0,01 M pH
7,5, EDTA 0,01 M pH 8,0, SDS 0,5 % (p/v)), se anadié 0,5 mL de fenol saturado pH 4,3
(Amresco) y se incubaron a 65 °C durante 45 min agitando brevemente cada 10 min. Las células
procedentes de diferentes etapas de deshidratacion y las muestras que se analizaron por QRT-
PCR se resuspendieron en 0,5 mL de tampon LETS (LiCl 0,1 M, EDTA 0,01 M, SDS 0,2 %
(p/v), Tris-HCI 0,01 M pH 7,4), se le afiadieron 0,5 mL de fenol saturado pH 4,3 y 0,5 mL de
perlas de vidrio y se rompieron alternando 3 veces de 30 s de agitacion vigorosa con 30 s en
hielo. Posteriormente, todas las muestras se centrifugaron 5 min a 12000 rpm en una centrifuga
refrigerada a 15 °C. El sobrenadante se extrajo una vez con un volumen de fenol:cloroformo
(5:1) (viv) y otra con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (v:v:v). El RNA se
precipité con un volumen de LiCl 5 M a -20 °C durante al menos 3 horas. El precipitado se
recogi6 por centrifugacion durante 15 min a 12000 rpm (4 °C), se lavd con etanol 70 % (v/v) y

una vez seco fue resuspendido en agua destilada estéril. La concentracion de RNA se valoro
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espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 260 nm de una dilucién adecuada de la

disolucion.

El material utilizado fue previamente autoclavado y manipulado con guantes para evitar la

presencia de RNasas.

3.3. Tratamientos enzimaticos del DNA

Las digestiones de DNA genémico o plasmidico con endonucleasas de restriccion se realizaron
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Boehringer-Manheim, Amersham Pharmacia

Biotech o Promega).

3.4. Reaccion en cadena de la DNA polimerasa (PCR)

La PCR se utilizé para la sintesis de casetes de disrupcion, sondas de hibridacion y para la
comprobacion de modificaciones genéticas. Estas reacciones se realizaron en un volumen final
de 25 uL (analitica) o 50 pL (preparativa) con 3 ng/ul. de DNA genémico o 0,4 ng/uL de DNA
plasmidico, 1 pmol/uL de cada oligonucleotido, dNTPs 0,25 mM, 1 U de polimerasa (BioTaq,
Bio-21040, Bioline; DNA pol, Biotools), MgCl, 3 mM y el tampdén suministrado por la casa
comercial. Las condiciones de reaccion fueron: 2 min a 94 °C; 30 ciclos de 15sa 94 °C, 30 s a
la temperatura o6ptima de hibridacion para cada par de oligonucledtidos y un tiempo variable (1

min/kb) a 72 °C; finalmente 10 min a 72 °C.

En algunos casos, para las PCR analiticas se utiliz6 como molde directamente las células de una
colonia de levadura resuspendida en la mezcla de reaccion, incluyendo un paso previo de
incubacion de la mezcla a 95 °C durante 10 min, tras el cual se afiadié la polimerasa y se

prosigui6 con las condiciones antes descritas.

3.5. Transcripcion reversa-PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) en dos pasos

El analisis de expresion génica de las muestras procedentes de los experimentos en planta piloto
y de los lotes industriales se realiz6 mediante transcripcion reversa-PCR cuantitativa en tiempo
real (QRT-PCR) en un aparato LightCycler® 2.0 (Roche). En la QRT-PCR en dos pasos, la
transcripcion reversa de RNA a cDNA se realiza separadamente del resto de reacciones y fuera

del sistema LightCycler”.

Primero se obtuvo el cDNA con el kit comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche) por retrotranscripcion mediante cebadores de hexameros al azar a partir de 1 pg de

RNA total, siguiendo las instrucciones de los fabricantes. La concentracion de cDNA se valoro
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espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 260 nm de una dilucién adecuada de la
disolucion y también se comprobo su estado amplificando con la pareja de oligos 18S por PCR

convencional.

En segundo lugar se realizé la PCR en tiempo real usando como sonda fluorescente SYBR
Green. Para la obtencion y marcaje de los amplificados se utilizo el kit comercial LightCycler®
FastStart DNA Master” " SYBR Green I (Roche) siguiendo las recomendaciones del fabricante
con algunas pequenias modificaciones. Las caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados y
los genes analizados se detallan en el apartado 1.3 y en la Tabla M.5. Las reacciones se
realizaron en un volumen final de 10 pL. El protocolo de amplificacion utilizado se disefio
siguiendo las recomendaciones del kit de marcaje y del fabricante del aparato: 10 min de
desnaturalizacion previa a 95 °C; 40 ciclos de 10 s de desnaturalizacion a 95 °C, 5 s de
apareamiento a 55 °C y 6 s de extension a 72 °C; 1 ciclo para obtener las curvas de fusion, 10 s a
95 °C, 15 sa 65°Cy0sa95° con una rampa de 0,1 °C/s; finalmente, una etapa de
enfriamiento de 30 s a 40 °C. Para la cuantificacién y comprobacion de la eficiencia de
amplificacion, se realizaron rectas de calibrado para cada gen analizado a partir de diluciones
seriadas de una mezcla de 6 muestras de cDNA representativas del proceso estudiado; las
diluciones relativas utilizadas para el gen RDN18 fueron 4 x 102,2x10% 1 x 102, 5 x 107, 2 x
107 y 1 x 107, para el resto de genes las diluciones fueron 2 x 107, 1 x 10™, 4 x 102, 2 x 107y
1 x 10™. Para el analisis de amplificacion en las muestras se realizé una dilucion 4 x 107

excepto para el gen RDNI8 (1 x 107).

Para la normalizacion se utilizaron 3 genes que presentaban una expresion estable durante el
proceso estudiado, ACTI, HSP12 y RDNI8. El factor de normalizacion utilizado fue la media
geométrica de la expresion relativa de los genes de referencia calculada mediante el programa

geNorm (Vandesompele et al., 2002; Nailis et al., 2006).

3.6. Electroforesis de acidos nucleicos

3.6.1. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Las electroforesis analiticas se realizaron en geles de agarosa a una concentracion variable entre
1-3 % (p/v) en funcién del tamafio de los fragmentos a separar. Los geles se prepararon en
tampon TBE 0,5x (Tris-HCI 44,5 mM, &cido borico 44,5 mM, EDTA 1,25 mM), que también
fue utilizado como tampon de electroforesis. Las muestras se disolvieron en tampon de carga
(azul de bromofenol 0,25 % (p/v), xilen cianol 0,25 % (p/v), glicerol 30 % (v/v)) y la

electroforesis se realizd a voltaje constante entre 2-10 V/cm.
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Las electroforesis preparativas se realizaron en geles de agarosa preparados con tampon TAE 1x
(Tris 40 mM, acido acético glacial 4 M, EDTA 1 mM pH 8,0) que también fue usado como

tampon de electroforesis.

3.6.2. Electroforesis de RNA en geles desnaturalizantes de agarosa

Las muestras se prepararon en un volumen final de 20 pL conteniendo: 10-50 pg de RNA
disuelto en agua estéril hasta un volumen de 5 pL, 2 pul de MOPS 10x, 3 pl de formaldehido y
10 ul de formamida desionizada. Se incubaron a 65 °C durante 15 min y se dejaron enfriar en
hielo. Se les afnadio¢ 4 pl de tampon de carga 6x (glicerol 50 % (v/v), EDTA 1 mM pH 8,0, azul
de bromofenol 0,25 % (p/v), xilen cianol 0,25 % (p/v)).

La separacion del RNA total de levadura se realizé en geles desnaturalizantes de agarosa al 1-
1,5 % (p/v) con formaldehido 2,2 M y tampon MOPS 1x (MOPS 20 mM, acetato sodico 8 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,0). Se utilizdo el MOPS 1x como tampoén de electroforesis. Los geles se
tifieron con una solucién de bromuro de etidio (1 pg/mL) durante 1 min y se destifieron en agua

destilada durante al menos 1 hora.

Las imagenes de los geles de RNA se capturaron con una cadmara Kodak Digital Science DC120
y para el analisis de la intensidad de las bandas fue utilizado el software de analisis de imagen

Kodak Digital Science 1D.

3.7. Aislamiento de fragmentos de DNA en geles de agarosa

Los fragmentos de DNA se separaron en geles de agarosa de bajo punto de fusion para facilitar
la recuperacion del DNA. El tampon de electroforesis utilizado fue TAE 1x. Se recort6 la banda
de interés y se utilizaron los kits comerciales QUIAEX®II (Quiagen) o E.Z.N.A.®Gel Extraction
Kit (Omega Bio-Tek) para el aislamiento del DNA del bloque de agarosa, siguiendo las

instrucciones de los fabricantes.

3.8. Transferencia de acidos nucleicos a filtros

Para la transferencia de DNA, los fragmentos fueron separados en geles analiticos de agarosa y
seguidamente el gel fue tratado para que tuviera lugar la rotura y desnaturalizacion de estos
fragmentos con: 1 lavado de 15 min con HCI 0,25 M, 2 lavados de 15 min con disolucion de
desnaturalizacion (NaCl 0,25 M, NaOH 0,5 M, pH 13,0) y 1 lavado de 30 min con disolucion de
neutralizacion (Tris 0,5 M, NaCl 1,5 M, EDTA 1 mM, pH 7,2). En el caso del RNA, la

transferencia se realizo sin tratamientos previos del gel.
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La transferencia se realizé en tampon SSC 6x (citrato sédico 0,09 M, NaCl 0,9 M, pH 7,0)
segun lo descrito por Sambrook y Rusell (2001). Se utilizaron membranas de nylon Hybond-N
(Amersham Pharmacia Biotech). La fijacion de los acidos nucleicos a la membrana se realizo
mediante exposicion a luz ultravioleta durante al menos 20 segundos en un aparato BLX-254

(Vibler Lourmat, Francia).

3.9. Marcaje radiactivo de fragmentos de DNA

Los fragmentos de DNA utilizados como sondas (Tabla M.6) fueron marcados radiactivamente
mediante la técnica de cebado aleatorio (Feinberg y Vogelstein, 1983) utilizando como
nucledtido marcado [a-*P]-dCTP. Se utilizaron los kits comerciales Rediprime (Amersham
Biosciences) y High Prime (Roche). La radiactividad incorporada se cuantificé en un contador

de centelleo como se describe en Sambrook y Rusell (2001).

Tabla M.6. Sondas utilizadas.

Gen Tamaiio (pb) Obtencion
AGTI 611 PCR, cebadores AGT1 Al y AGT1 A2.
ATHI 358y 1102 PCR, cebadores ATH1.1 y ATH1.2 para Northern Blot,

cebadores ATH1 Al y ATH1 A2 para Southern Blot.

GPDI 800 PCR, cebadores GPD1.1 y GPD1.2.

GRX2 275 PCR, cebadores GRX2.1 y GRX2.2.

GRX5 407 PCR, cebadores GRX5.1 y GRXS5.2.

GSH1 945 PCR, cebadores GSH1.1 y GSH1.2.

HSPI12 600 Fragmento de restriccion EcoRI del plasmido pHSP12.
NTHI 926 Fragmento de restriccion EcoRI del producto de PCR,

cebadores NTH1 Al y NTH1 A2.

NTH?2 369 PCR, cebadores NTH2 A1 y NTH2 A2.

STII 1485 Fragmento de restriccion Kpnl-Sacl del plasmido YEp-
STII.

TRRI 779 PCR, cebadores TRR1.1 y TRR1.2.

TRX2 300 PCR, cebadores TRX2.1 y TRX2.2.

7541 461 PCR, cebadores TSA1.1 y TSA1.2.
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3.10. Hibridacion de acidos nucleicos

Las membranas se preincubaron en solucion de prehibridacion (tampéon SSPE 5x (NaCl 0,9 M,
fosfato sédico 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7,7), Denhardt 5x (BSA 0,1 % (p/v), Ficoll 0,1 %
(p/v), PVP 0,1 % (p/v)) y DNA de esperma de arenque (100 pg/mL)) a 42 °C durante al menos
30 min para DNA o 2 horas para RNA. Posteriormente, esta solucion fue sustituida por solucion
de hibridacion (SSPE 5x, Denhardt 1x, formamida desionizada 50 % (v/v), sulfato dextrano 10
% (p/v) y DNA de esperma de arenque desnaturalizado (200 pg/mL)) a la que fue afnadida la
sonda radiactiva previamente desnaturalizada. La hibridacion tuvo lugar a 42 °C durante 16-24
horas, tras lo que se procedio al lavado de los filtros (10 min a temperatura ambiente en SSPE
1x, SDS 0,1 % (p/v); 15 min a 65 °C en SSPE 1x, SDS 0,1 % (p/v); 10 min a 65 °C en SSPE
0,1x, SDS 0,1 % (p/v)).

En algunos casos, las membranas con RNA se hibridaron siguiendo una metodologia diferente a
la anteriormente descrita. La prehibridacion e hibridacion se realizaron a 65 °C con SDS 7 %
(p/v), fosfato sodico 0,5 M pH 7,2 y EDTA 1 mM pH 7,0. La sonda marcada radiactivamente y
purificada (MicroSpinTM S-300 HR Columns, GE Healthcare) se afiadid directamente a esta
solucion. Se realizaron dos lavados con SSC 0,5x (NaCl 75 mM, citrato soédico 7,5 mM) y SDS

0,1 % (p/v), uno en el propio tubo de hibridaciéon a T® ambiente y otro a 65 °C durante 10 min.

Los filtros fueron hibridados en repetidas ocasiones eliminando previamente la radiactividad
mediante lavados con SDS 0,1-0,2 % (p/v) hirviendo y comprobando la desaparicion de la

sonda con un contador Geiger (900 minimonitor, Mini-Instruments Itd.).

3.11. Autorradiografia

Para la autorradiografia de los filtros hibridados con sondas radiactivas se utilizaron peliculas
Hyperfilm (Amersham Pharmacia Biotech) y casetes de exposicion (Amersham Pharmacia
Biotech) provistos de pantallas intensificadoras Kodak X-Omatic. La exposicion se realizd en
oscuridad a —80 °C. Las peliculas fueron reveladas con una maquina reveladora automatica

Curix 60 (AGFA).

La cuantificacion de la intensidad de la banda se realizo con un sistema de autorradiografia
electronica Phosphorimager FLA3000 (Fugifilm). Para el andlisis de la imagen se utilizo el

software Image Gauge (Fujifilm).
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4. METODOS DE MANIPULACION DE MICROORGANISMOS

4.1. Transformacion de Escherichia coli

Las transformaciones de E. coli se realizaron segun el protocolo descrito por Hanahan (1983).

4.2. Transformacion de levadura.

Las distintas cepas de Saccharomyces cerevisiae fueron transformadas siguiendo el protocolo
basado en la incubacidn con acetato de litio optimizado por Gietz y colaboradores (1995). En el
caso de las transformaciones con plasmidos que complementan auxotrofias de la cepa, tras el

choque térmico se sembr6 la mezcla de transformacion en medio minimo selectivo.

Las transformaciones integrativas para la eliminacion o sustitucion de secuencias en el genoma
se llevaron a cabo con el sistema descrito por Giildener y colaboradores (1996). E1 DNA
transformante se sintetizé en una reaccion de PCR en la que se utilizd6 como molde el plasmido
pUG6 (vease Tabla M.2) que contiene el gen de resistencia a geneticina. Los cebadores
utilizados (S1 y C2) poseen en su zona 5° secuencias de 40 bases homologas a los extremos de
la secuencia diana. De esta forma, el fragmento de PCR sintetizado contiene el gen marcador
flanqueado por secuencias homologas a los extremos de la secuencia que se quiere eliminar o
reemplazar. Estos extremos homologos dirigen la integracion hacia el locus deseado, y mediante
recombinacion homologa producen la sustitucion de la secuencia silvestre por la del gen

marcador.

En las transformaciones integrativas, las células se recuperaron tras el choque térmico en medio
completo YPD a 30 °C con agitacion durante al menos 3 horas. Tras esta recuperacion, las
células se sembraron en placas de medio selectivo YPD con geneticina (100 o 200 mg/L). Los
transformantes estables formadores de colonias grandes fueron seleccionados entre los

transformantes abortivos formadores de microcolonias.

4.3. Eliminacion del marcador de seleccion integrado en el genoma

Para la obtencion de mutantes completos en la cepa T73, es necesaria la eliminacion de, al
menos, dos copias génicas (Puig, 1998). Para simplificar el proceso se utilizé el sistema
disefiado por Giildener y colaboradores (1996) que permite eliminar el marcador de seleccion
integrado en el genoma y asi poder utilizar el mismo marcador en transformaciones sucesivas.
En este sistema el gen marcador estd flanqueado por secuencias loxP, estas secuencias son
reconocidas por la recombinasa Cre del bacteriofago P1 de Escherichia coli, que cataliza la

recombinacion entre ellas y, por tanto, la eliminacion del gen marcador.
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Las cepas en las que se habia insertado el marcador de resistencia a geneticina fueron
transformadas con plasmidos que poseian la secuencia codificante de la recombinasa Cre bajo el
control de un promotor inducible por galactosa. Para cepas con auxotrofia para el uracilo se
utiliz6 el plasmido pSH47 (Giildener et al., 1996, vease Tabla M.3) que posee el marcador
URA3 que permite la seleccion de las células transformadas. Posteriormente, se indujo la
expresion de la recombinasa Cre en medio YPGal durante 2 horas a 30 °C con agitacion y se
sembraron aproximadamente 150 células por placa de YPD. Las colonias crecidas fueron
replicadas en medio selectivo YPD con geneticina. Se seleccionaron las colonias que eran

capaces de crecer en YPD pero no en presencia de geneticina.

La eliminacion del plasmido pSH47 se realizé sembrando las cepas en SD-FOA, impidiendo el

crecimiento de las células prototrofas para el uracilo.

4.4. Analisis de la eliminacion o insercion de secuencias de DNA

Los transformantes estables fueron analizados mediante PCR para comprobar si habia tenido
lugar la insercion en el lugar correcto del genoma o la eliminacion de secuencias del genoma.
La PCR se hizo directamente a partir de una colonia transformante usando los cebadores
detallados en la Tabla M.4. Los cebadores A (Al, A2, A3, A4) hibridan en la secuencia de
interés en el genoma, de manera que la insercion o la eliminacion de la secuencia de DNA se
detectd por la modificacion del tamafio o por la ausencia de los amplificados obtenidos a partir
de ellos. Los cebadores K (K2, K3) hibridan en la secuencia del gen KanMX4 y, junto con los
cebadores A, generaron amplificados si esta secuencia habia sido insertada en el genoma de la
levadura. Este rastreo se utilizé para seleccionar colonias que albergaban la insercion o la
eliminacion correcta, seleccionandose algunas de ellas para la confirmacion de su genotipo

mediante Southern Blot.
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5. CUANTIFICACIONES METABOLICAS

5.1. Cuantificacion de azucares

5.1.1. Cuantificacion de glucosa mediante el método enzimatico glucosa

oxidasa/peroxidasa

La muestra a valorar se diluy6 en agua destilada en un volumen final de 100 uL, al que se le
anadieron 400 pL de la mezcla de reaccion (7,8 U de glucosa oxidasa, 0,4 U de peroxidasa, 0,9
mM O-dianisidina, en tampdn fosfato potasico 100 mM pH 7,0). La reaccién se llevo a cabo a
30 °C durante 15 min, y fue detenida por adicion de 0,5 mL de HCI 6 M. Para cada ensayo se
realizo una recta patron de glucosa de 0 a 10 pg. La cantidad de glucosa se calculd interpolando

la absorbancia a 540 nm de cada muestra en la recta patron.

5.1.2. Cuantificacion de trehalosa

Se recogieron 10 mg (peso seco) de células por centrifugacion, se lavaron con agua destilada, se

congelaron con nitrégeno liquido y se guardaron a -20 °C hasta su procesamiento.

Los extractos para la cuantificacion de trehalosa se obtuvieron segin describen Parrou y
Frangois (1997). Una vez descongeladas, las células fueron resuspendidas en 0,25 mL de
Na,CO; 250 mM y se incubaron a 95 °C durante 4 horas. Tras este tratamiento se afiadieron
0,75 mL de una mezcla de acido acético 1 M y tampon acetato sodico 0,2 M pH 5,2 (1:4) y se
centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 30 s. Se incubaron 150 pl del sobrenadante con
8,4 mU de trehalasa comercial (Sigma) a 37 °C durante 12-16 horas con agitacion. Se
incluyeron blancos con extracto sin trehalasa comercial. Para cada ensayo, se realizd una recta
patron de trehalosa entre 0 'y 20 pg que fue procesada de la misma forma que los sobrenadantes
obtenidos. Seguidamente, se hirvieron las muestras para detener la reaccion, se centrifugaron y
se valord la glucosa liberada mediante el ensayo enzimatico glucosa oxidasa/peroxidasa. La

cantidad de trehalosa intracelular se expreso6 en g de trehalosa por mg de peso seco de células.

El peso seco se obtuvo secando las células en una estufa a 100 °C o 80 °C durante 24 o 48 horas

respectivamente.

5.2. Determinacion de actividades trehalasa

El protocolo utilizado fue el descrito por San Miguel y Argiielles (1994) con algunas
modificaciones. Este ensayo se basa en la actividad diferencial de las trehalasas de

Saccharomyces cerevisiae en funcion del pH, asi incubando los extractos con un tampo6n neutro
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la actividad predominante sera la actividad trehalasa neutra, mientras que en condiciones acidas

lo sera la actividad trehalasa acida.

Para la obtencion del extracto celular se recogieron 70 mg de peso seco de células por
centrifugacion a 4 °C y se lavaron con agua destilada estéril fria. Se resuspendieron en 1 mL de
tampén MES 10 mM pH 6,0 y se rompieron las células con perlas de vidrio en un
homogeneizador Mini-beadbeater durante 5 periodos de 30 s a 4600 rpm intercalados con
periodos de 30 s en hielo. Los extractos se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min a 4 °C, se

trasvasaron los sobrenadantes a tubos de 1,5 mL y se centrifugaron de nuevo.

Se incubaron 50 uL de extracto celular con 200 uL de trehalosa (Sigma) 200 mM preparada en

tampén MES 25 mM pH 7,1, CaCl, 125 uM para determinar la actividad trehalasa neutra o de

trehalosa 200 mM preparada en tampdn citrato sédico 0,2 M pH 4,5, EDTA 1 mM para

determinar la actividad trehalasa acida, durante 30 min a 30 °C. Para detener la reaccion se

hirvieron las muestras durante 4 min. La glucosa liberada por la accidon de las trehalasas se
determind mediante el método enzimatico glucosa oxidasa/peroxidasa y se expres6 en nmoles

de glucosa liberados por minuto y por mg de proteina total.

De cada muestra se hicieron 3 réplicas para cada actividad y se incluyeron controles sin
trehalosa para tener en cuenta la glucosa ya presente en la muestra, y sin extracto celular para

determinar si la trehalosa comercial estaba parcialmente degradada.

La proteina total fue determinada por el método descrito por Lowry y colaboradores (1951)

usando el kit comercial Bio Rad Protein Assay (Bio Rad Laboratorios GmbH).

5.3. Cuantificacion de glutation

Parar la determinacion de glutation se utilizd un método colorimétrico basado en la reaccion de
esta molécula con el acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). El protocolo realizado es una
modificacion de los descritos originalmente por Tietze (1969) y Griffith (1980). Se recogieron
100 mg de células en diferentes etapas de deshidratacion y se resuspendendieron en 1 mL de
HCI 8 mM y acido 5-sulfosalicilico 1,3 % (p/v) a 4 °C. Las células se rompieron con 0,6 g de
perlas de vidrio, alternando 4 veces de 1 min de agitacion vigorosa con incubaciones de 1 min
en hielo. Tras la rotura se mantuvieron en hielo 15 min mas y finalmente se recuperd el

sobrenadante mediante una centrifugacion de 15 min a 13000 rpm (4 °C).

La valoracién de glutation total se realizé mezclando 200 pL. de muestra con 120 puL de coctel

enzimético, preparado en el momento, que contenia 0,4 mg/mL NADP" (Sigma), 0,16 mg/mL
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glucosa-6-fosfato (Sigma), 3 pug/mL de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Sigma), 1 mU de
glutation reductasa (Sigma), 0,2 M MES y EDTA 2 mM disueltos en tampdn fosfato sédico 0,1
M pH 6,0. Se anadieron 480 uL de DTNB 200 uM, se incub6 20 min exactos en agitacion y

oscuridad y se midi6 la absorbancia a 412 nm. Para la valoracién de glutatién oxidado (GSSG),

los 200 pL de muestra se incubaron previamente 1 hora con 2-vinilpiridina 1 M (Sigma) que
acompleja el glutation en su forma reducida impidiendo su reaccion con el DTNB. En ambos
casos, se realizaron rectas patron de 0 a 16 uM de GSSG (Sigma) que fueron sometidas a los

mismos tratamientos que las muestras. La cantidad de glutatién reducido (GSH) se calculd por

diferencia entre el glutation total y el glutation oxidado. Los resultados se expresaron en nmoles

de glutation por mg de células.

GSH GR
GSSG > GSHt DTNB
NADPH
-~ __y NADPH | GR
NADP' NADPH =577
GSTNB TNB
: : A =412 nm
G6P 6-fosfogluconolactona TNB
G6PD A =412 nm

Figura M.1. Determinaciéon colorimétrica del glutation total mediante dos reacciones acopladas
(adaptado de GSH Assay Kit, World Precision Instrument). GSH (glutation reducido), GSSG (glutation
oxidado), GSHt (glutation total), GR (glutation reductasa), DTNB (4cido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico),
TNB (tionitrobenzoato), G6P (glucosa-6-fosfato), G6PD (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa).

5.4. Determinacion de la peroxidacion de los lipidos

La peroxidacion de los lipidos se determindé mediante el ensayo colorimétrico descrito por
Buege y Aust (1978) con algunas modificaciones (Espindola et al., 2003), basado en la reaccion
del acido tiobarbitirico con el malondialdehido (MDA), producto de la rotura de los acidos
grasos poliinsaturados. A partir de 50 mg de células, se realiz6 el extracto en tampon fosfato
sodico 50 mM pH 6,0 con acido tricloroacético 10 % y 0,3 g de perlas de vidrio, alternando 3
veces de 1 min con agitacion vigorosa con incubaciones de 1 min en hielo. Se recogié el
sobrenadante centrifugando durante 10 min a 12000 rpm. Se mezclaron 300 uL de extracto con

100 pL de EDTA 0,1 M y 600 uL de écido tiobarbitarico 1 % (p/v) disuelto en NaOH 0,05 M.
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Esta mezcla se incubd 15 min en un termobloque a 100 °C y posteriormente se dejo enfriar en
hielo durante 5 min. Se centrifugd 5 min a 12000 rpm para eliminar los posibles precipitados.
La reaccion del acido tiobarbiturico con las moléculas de MDA generd especies rojas

detectables a 535 nm. Los resultados se expresaron en pmoles de MDA por mg de células.

5.5. Determinacion enzimatica del etanol

La cuantificacion de etanol en el medio se realizd de forma indirecta mediante la deteccion
colorimétrica a 340 nm del NADH formado durante la oxidacion del etanol en acetaldehido por

la accion de la enzima alcohol deshidrogenasa.

El ensayo se llevo a cabo con 200 pL de medio que previamente habia sido centrifugado para
evitar la presencia de células. Se diluy6 en 1 mL de tampoén Gly/Tris (glicina 0,2 M, Tris 0,3 M,
pH 9,7) y se afiadié NAD" 2 mM. Antes de afiadir la enzima se midi6 la absorbancia a 340 nm y
se utiliz6 como blanco para cada muestra. Para mediar la reaccion de oxidacion se afiadio la
enzima alcohol deshidrogenasa 20 U/mL y se incub6 a T° ambiente durante 15 min y se detectd
la formacion de NADH en el colorimetro. La recta patron de etanol entre 0 y 0,15 mM se
proceso6 igual que el resto de las muestras. Las absorbancias obtenidas se interpolaron en la recta

patréon y la concentracion de etanol se expreso en unidades de concentracion (mM).

5.6. Cuantificacion de la capacidad fermentativa

La capacidad fermentativa se determin6 a partir de la produccion de CO, durante la
fermentacion con un aparato de Chittick (American Association of Cereal Chemists, 12-10)
modificado. Se utilizaron botellas de 250 mL con 100 mL de medio YPGF inoculados con
aproximadamente 1 x 10’ células/mL. Para determinar el nimero exacto de células se tomo una
alicuota de cada botella y se realizd un contaje en camara cuentaglobulos Neubauer. Los
cultivos se colocaron en un bafio de agua a 30 °C con una agitacion de 65 rpm. Cada 20 min
durante 3-4 horas se tomd medida del volumen de CO, producido (en mL). En algunos casos,
estas medidas se complementaron con la determinacion de etanol en el medio (vease apartado
5.5). La capacidad fermentativa se expresé como el volumen de CO, (mL) o la concentracion de

etanol (mM) producidos por unidad de tiempo y por numero de células.
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Simulacion de las condiciones de secado industrial

SIMULACION A ESCALA DE LABORATORIO Y EN PLANTA PILOTO DE LAS
CONDICIONES DE SECADO INDUSTRIAL PARA LA CEPA Saccharomyces cerevisiae
Lalvin T73

La produccion de levaduras vinicas y su posterior deshidratacion hasta obtener la levadura seca
activa es un proceso estandarizado en las plantas de produccion industrial pero debido a sus
numerosas etapas no es un sistema de facil simulacion a nivel de laboratorio. Incluso entre las
distintas plantas de produccion existen variaciones en los protocolos empleados. Las diferencias
empiezan por el origen de las melazas que, dependiendo de la region, puede ser de cafa de
azucar o de remolacha y esto afecta notablemente a su composicion (Hongisto y Laakso, 1978),
incluso cuando la procedencia es la misma existen diferencias entre los distintos lotes. Durante
la obtencion de la biomasa cada empresa optimiza los medios y condiciones utilizadas para
obtener el mayor rendimiento tanto en producto como en tiempo y costes. En la deshidratacion
también existen variaciones, como la adicion de emulsionantes y estabilizantes (Chen y Chiger,
1985) a las levaduras antes del secado para proteger y facilitar la disgregacion, el uso de
diferentes instrumentos de secado, aunque el mas utilizado actualmente es el secador de lecho
fluidizado, y la eleccion de distintas temperaturas de secado. Todas estas variaciones suponen
una seria dificultad a la hora de intentar desarrollar un proceso controlado similar a escala de
laboratorio de forma que se puedan obtener unos datos repetitivos capaces de aportar una

informacién extrapolable a la industria.

En este trabajo ademas de caracterizar la respuesta de la levadura vinica en la ultima etapa de la
produccion de LSA, la deshidratacion, y debido a las dificultades para poder contrastar nuestros
datos con los obtenidos en las empresas del sector, nos planteamos la comparacion de la
produccion desarrollada en el laboratorio con procesos mas cercanos a la industria como es la
produccion en planta piloto. Los experimentos en planta piloto fueron posibles gracias a la
colaboracion de la empresa Lallemand S.A.S. y a la estancia realizada en sus instalaciones en el

Laboratory of Research and Development en Toulouse (Francia).

En nuestro laboratorio se ha puesto a punto un sistema de simulacion del proceso de

propagacion de la biomasa (Pérez-Torrado, 2004; Pérez-Torrado et al., 2005) usando medio
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melaza de remolacha y simplificando la secuencia de fermentaciones, reduciéndolas a dos, una
etapa de batch y una etapa de fed-batch. Este disefio simplificado ha permitido a nuestro grupo
de investigacion poder abordar el estudio molecular de estas dos fases. Partiendo de esta
biomasa se realizaron las deshidrataciones a escala de laboratorio en una estufa de conveccion a
35 °C. La viabilidad y vitalidad del producto final esta ligado tanto al secado como a las
condiciones de cultivo, de las que depende que las células hayan acumulado mayor o menor
cantidad de metabolitos de reserva y de proteccion y el estado de sus sistemas de respuesta a
estrés. Por esta razon, decidimos comparar con las condiciones de planta piloto no solo el
comportamiento de la levadura vinica T73 durante la deshidratacion sino también los

parametros con los que se llevo a cabo la produccion de la biomasa y el rendimiento obtenido.

1.1. Condiciones de obtencion de biomasa.

El proceso de propagacion de la biomasa a partir de la levadura vinica T73 a escala de planta
piloto se llevo a cabo en un biorreactor BIOFLO 4500 con capacidad para 30 L tal y como se
realiza en el Laboratory of Research and Development de la empresa Lallemand S.A.S. Se
dividi6 en tres etapas de 24 horas de duracion cada una. Primero, se realizé un preinodculo en
matraz, en 50 mL del mismo medio rico empleado para la etapa de batch y fue incubado a 30 °C
con agitacion. A partir de este preinoculo se inoculd el biorreactor y se llevo a cabo la etapa de
cultivo en batch. En esta modalidad de cultivo, el medio utilizado contiene todos los nutrientes
esenciales en la concentracion necesaria para alcanzar el rendimiento deseado y el final del
proceso esta determinado por el agotamiento de estos. El contenido inicial de azucar fue 80 g/L
de forma que el metabolismo de las levaduras fue principalmente fermentativo debido al efecto
Crabtree, caracterizado por la represion de la sintesis de las enzimas mitocondriales del ciclo de
Krebs y de los constituyentes de la cadena respiratoria (Aranda et al., 2005). El seguimiento del
crecimiento celular se realizd mediante la medida de la capacitancia (medida de la carga
eléctrica almacenada por un capacitor) (Figura 1.1, panel A) que se basa en la propiedad de las
células intactas para actuar como pequefios capacitores al ser sometidos a un campo eléctrico
(Gencer y Mutharasan, 1979; Austin et al., 1994). Otro parametro usado como indicativo del
crecimiento celular fue el oxigeno disuelto en el medio de cultivo, cuando las células estan
creciendo con un metabolismo activo a pesar de ser un crecimiento fermentativo parte del
oxigeno es consumido via oxidativa debido a la necesidad de sintetizar intermediarios
dependientes de esta ruta. Ademas, la presencia de un minimo de oxigeno disuelto durante la
etapa de batch en procesos donde las levaduras respiran el etanol producido, como en el caso de
la simulacioén a escala de laboratorio, se hace indispensable. La regulacion del contenido de

oxigeno en el medio depende del flujo de aire introducido en el fermentador y la velocidad de
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agitacion que facilita la rotura de las burbujas de aire y su disolucion. Este crecimiento estuvo

dividido en tres fases bien definidas:

- Fasede “lag” o latencia: el nimero de células permanece constante. Durante esta fase,
el metabolismo de las células se ajusta a las condiciones del nuevo cultivo. En la Figura
1.1 (panel A) podemos observar como abarcd aproximadamente las seis primeras horas,
durante este periodo la capacitancia se mantuvo lineal y el contenido en oxigeno

disuelto (OD) permanecid proximo al 100 %.
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Figura 1.1. Monitorizacion de los parametros fisico-quimicos durante el proceso de propagacion de la
biomasa para la cepa Saccharomyces cerevisiae Lalvin T73 a escala de planta piloto. Fase de batch (panel
A) y fase de fed-batch (panel B). Parametros: agitacion en rpm (m), oxigeno disuelto (OD) en % de
saturacion (m), temperatura (m), aireacion en VVM (volumen de aire por volumen de medio por minuto)
(m), capacitancia en pF/cm (=) y pH (7).
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- Fase exponencial: el balance metabdlico es optimo y las células se multiplican
exponencialmente. Esta fase estuvo marcada por el incremento exponencial de la
capacitancia y la disminucion del contenido en oxigeno disuelto, abarcando las
siguientes 7 horas del proceso.

- Fase estacionaria: la velocidad de crecimiento y de autolisis son aproximadamente
iguales, no hay crecimiento neto de la poblacion, como se puede observar por la
estabilizacion de los valores de capacitancia y del oxigeno disuelto. La autolisis celular
es el resultado del agotamiento de los nutrientes o de la acumulacion de metabolitos

toxicos (Boulton et al., 1996).

Tras la etapa de batch y utilizando como indculo parte de la biomasa obtenida, tuvo lugar la
etapa de cultivo en fed-batch. En esta, el cultivo de levadura es alimentado progresivamente con
melaza fresca obtenida a partir de una mezcla de melaza de remolacha y cafa de azucar (300 g
de azucar/L), siguiendo una rampa de velocidad de alimentacion que permite que el
metabolismo celular sea oxidativo. De esta forma, se consiguen elevados rendimientos de
biomasa, alcanzandose (0,47 + 0,01) g de biomasa/g de azucar. En la Figura 1.1 (panel B) se
puede observar como se diferencian dos fases. La primera de ellas abarco las primeras 18 horas
del proceso y es un crecimiento exponencial que se corresponde con un aumento de la velocidad
de alimentacion también exponencial y con una disminucién del oxigeno disuelto hasta el limite
minimo fijado. Para evitar el consumo total del oxigeno necesario para la utilizacion de la
glucosa por la via oxidativa, la agitacion va aumentando a medida que aumenta el nimero de
células. En la segunda fase, la velocidad de alimentacién se mantiene en el valor maximo
posible sin que se produzca fermentacion, de forma que la velocidad de crecimiento es

constante y esto se refleja en una agitacion y cantidad de oxigeno disuelto también constantes.

Una vez finalizada la etapa de fed-batch, el cultivo se mantuvo sin alimentar entre 1 y 2 horas
(etapa de maduracion) para permitir que el azucar residual presente en el cultivo fuera

totalmente consumido y las células entraran en fase estacionaria.

La simulacion de la fermentacion industrial a escala de laboratorio fue realizada en un

biorreactor BIOFLO III de 5,0 L de capacidad. Se dividi6 en las tres mismas etapas que las
fermentaciones de planta piloto pero la duracion de cada una de ellas fue variable. La fase de
batch se realiz6 en medio melaza de remolacha conteniendo 61 g/L. de sacarosa iniciales. Tras la
inoculacion se produjo un periodo de latencia de varias horas, seguidamente comenzé el
crecimiento exponencial y por ultimo, al agotarse los azucares fermentables, tuvo lugar el
cambio diduxico (Figura 1.2, panel A). Al igual que en la produccion en planta piloto

inicialmente fue un crecimiento fermentativo debido al efecto Crabtree producido por la
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elevada concentracion de azacar. En esta modalidad de cultivo, tras el consumo de las fuentes
de carbono fermentables a las 17-18 horas, se deja que las células respiren el etanol producido,
cambio metabdlico que viene marcado por un aumento del consumo de oxigeno y por lo tanto
un aumento fuerte de la agitacion para mantener el oxigeno disuelto en el limite minimo fijado
(25 %) (Figura 1.2, panel B). A diferencia de lo observado en los experimentos en la planta
piloto, el pH no se mantiene constante a 4,5 durante la fase de batch, se ajusta inicialmente a
este valor pero durante el cultivo se deja variar libremente. La variacion de pH durante la fase
de batch permite, indirectamente, hacer un seguimiento de los cambios metabolicos que tienen
lugar durante esta etapa de crecimiento. Se puede observar que durante la fermentacion de los
azucares, el pH disminuye hasta valores préximos a 4,1 debido a la produccion de CO, que se
disuelve en el medio y lo acidifica. Una vez agotada la principal fuente de carbono fermentable,
la levadura comienza a consumir los productos de la fermentacion, en primer lugar el acido
acético aumentando el pH por encima de 4,5 y, posteriormente, el consumo del etanol por la via
oxidativa que de nuevo produce CO, disminuyendo el pH. La transicion de la fase de batch a
fed-batch se produjo a las 40-45 horas de cultivo y estuvo marcada por el aumento rapido del
contenido en oxigeno disuelto hasta alcanzar cerca del 100 % de saturacion simultdneo a la
caida de la agitacion. Estos cambios rapidos de los parametros del cultivo indican que el etanol
se ha agotado y las células han frenado su metabolismo y por tanto disminuido su requerimiento

de oxigeno (Figura 1.2, paneles A y B).

De forma similar a lo realizado en planta piloto, en la fase de fed-batch en condiciones de
laboratorio se realiz6 una rampa de velocidad de alimentacion con melaza (100 g de aztcar/L)
que asegurara el crecimiento exponencial del cultivo y el metabolismo oxidativo con el fin de
obtener el mayor rendimiento en biomasa posible y evitar la formacion de etanol. La rampa de
alimentacion depende del requerimiento de oxigeno de las células. A medida que la biomasa va
aumentando, el consumo de oxigeno es mayor indicando que es posible aumentar el flujo de
entrada de glucosa al cultivo, de esta manera la velocidad de alimentacion se va incrementando
poco a poco, evitando un exceso de azucar que de lugar a un metabolismo fermentativo
(detectado porque el consumo de oxigeno disminuye notablemente acompafiado de la caida de
la agitacion), hasta alcanzar la méaxima velocidad de crecimiento oxidativo. En general, se
comenzo a una velocidad proxima a los 100 mg sacarosa/min y se fue incrementando hasta 180
mg sacarosa/min. La fase de cultivo en fed-batch abarcoé aproximadamente 67 horas. El
rendimiento obtenido en estas condiciones fue de (0,18 + 0,017) g biomasa/g azucar (Pérez-
Torrado, 2004; Pérez-Torrado et al., 2005). A lo largo de esta etapa se produce gran cantidad de
CO; por lo que el pH se mantuvo constante a 4,5 mediante la adicién controlada de NaOH 1 M
y H;PO5 42 % (v/v) y asi evitar el posible efecto nocivo de esta acidificacion continuada del

medio (Figura 1.2, paneles A y B).
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Figura 1.2. Seguimiento de algunos pardmetros del proceso de propagacion de la biomasa para la cepa
Saccharomyces cerevisiae Lalvin T73 a escala de laboratorio. Panel A: biomasa en g/L (#), sacarosa en
g/L (A), etanol (EtOH) en g/L (m). Panel B: agitacion en rpm (#), oxigeno disuelto (OD) en % de
saturacion (¢) y pH (¢).

1.2. Condiciones de deshidratacion.

Una vez obtenida la biomasa se procedio a su deshidratacion hasta obtener un producto final
con una humedad residual por debajo del 8 %. La biomasa obtenida en la planta piloto que
alcanzo6 un volumen final de entre 16 y 16,5 L, fue concentrada en una centrifuga Westfalia
Separador AG que separa la levadura del medio, resultando una crema de levadura 3 veces mas
concentrada y libre de melaza. A la crema obtenida se le afiadio una mezcla de monoestearato
de sorbitan y NaOH, y fue filtrada para eliminar el exceso de agua, reduciéndose un 25 % - 30
% su contenido en humedad (Figura 1.3, panel B). Posteriormente, se realizd la extrusion

dividiendo la masa en finos hilos que permiten un rapido y efectivo secado. Durante este
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proceso no hubo pérdida de agua, de forma que el proceso de secado con aire caliente fue
llevado a cabo con una biomasa de levadura que contenia un 70 % de humedad residual. El
secado de tipo lecho fluidizado se hizo a dos temperaturas diferentes, 35 °C y 41 °C, que son
una practica habitual en la produccion de LSA en la industria. A los 8 minutos de secado, en
ambas condiciones la pérdida de agua fue aproximadamente del 25 % respecto del producto
filtrado. Tras 18 minutos, la humedad residual del producto secado a 41 °C estaba por debajo del
8 % mientras que a 35 °C aun quedaba un 13 %. Tras comprobar que la humedad residual de la
masa estaba por debajo del 8 % se detuvo el secado, de forma que los productos finales
presentaron una humedad residual de 4,77 % £ 0,26 % en el secado a 41 °C y 5,51 % + 0,38 %
en el secado a 35 °C (Figura 1.3, panel B).
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Figura 1.3. Pérdida de humedad durante la deshidratacion. El secado a escala de laboratorio (panel A) se
realizd en una estufa de conveccion a 35 °C, se tomaron muestras a diferentes tiempos y se determind el
% de humedad residual en funcion de la pérdida de peso respecto de la crema sin secar. Las medias
corresponden a tres deshidrataciones independientes a partir de producciones de biomasa independientes.
En la planta piloto (panel B), la deshidratacion se dividié en tres etapas, filtracion, extrusion y secado,
este ultimo se realizo a dos temperaturas diferentes, 35 °C (m) y 41 °C (=). A 41 °C el secado finalizo6 tras
18 minutos. Las medias corresponden a cuatro deshidrataciones independientes para cada temperatura a
partir de dos producciones de biomasa independientes.
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En la deshidratacion realizada en el laboratorio, la biomasa fue centrifugada y lavada repetidas
veces hasta eliminar los restos de melaza. El sedimento de células obtenido fue extendido en
una capa fina con la intencion de que el secado fuera lo mas homogéneo posible. El secado se
realizod en una estufa de conveccion de laboratorio a 35 °C. Se ha considerado como crema el
sedimento obtenido tras la centrifugacion. Una vez introducido en la estufa se extrajeron
muestras a diferentes tiempos durante una hora y el porcentaje de humedad residual se calculd
en funcion del peso perdido. Como producto final se tomaron las células tras 24 horas de
secado, donde el analisis de multiples curvas de secado asegur6é que ya no habia variacion de
peso, pudiéndolas considerar practicamente secas. La pérdida de agua durante este secado fue
mas gradual y lenta que en el secado realizado en la planta piloto, de manera que la humedad
residual disminuy¢ entre 12 % - 15 % cada 10 minutos de secado. La biomasa alcanzo el 13 %
de humedad residual tras 60 minutos de secado mientras que en la planta piloto fue en la mitad

de tiempo (Figura 1.3, panel A).

1.3. Comparacion de las propiedades de la LSA obtenida a escala de laboratorio y en
planta piloto.

Como se puede observar el proceso de obtencion de levadura seca activa en el laboratorio,
principalmente el protocolo de deshidratacion, presenta diferencias con respecto al realizado en
la planta piloto, pero a su vez el proceso seguido en la planta piloto es una simplificacion del
proceso desarrollado a nivel de planta industrial. Con el fin de comprobar si el producto final
obtenido a ambas escalas era similar entre si y a la LSA comercializada, se analizo6 el contenido
en trehalosa y la capacidad fermentativa y se compard con lotes de la cepa T73 de produccion
industrial facilitados por la empresa Lallemand S.A.S. Dos de los lotes industriales analizados
procedian de la misma planta de produccion en Viena (Austria), V1 y V2, mientras que el otro

habia sido producido en otra planta industrial en Grenaa (Dinamarca), G.

Como se comenta en la Introduccion, la trehalosa es un metabolito de respuesta a estrés capaz
de proteger las estructuras celulares durante la deshidratacion. Comienza a acumularse en
grandes cantidades tras el cambio diduxico por lo que es altamente recomendable un etapa de
maduracion tras la etapa de fed-batch para asegurar la entrada en fase estacionaria de las células.
Unos niveles elevados de trehalosa en la biomasa final y en el producto seco suelen asociarse a
una elevada viabilidad y vitalidad celular (Degre, 1993). La valoracion de la cantidad de
trehalosa en las células a lo largo de la deshidratacion muestra como al final de la produccion de
biomasa a escala de laboratorio (Figura 1.4, crema) se alcanzan niveles elevados de trehalosa
((225 + 38) pg trehalosa/mg células) similares a los obtenidos en la planta piloto ((181 £ 17) ug

trehalosa/mg células). Durante los primeros 20 minutos de secado en estufa de conveccion a
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Figura 1.4. Niveles de trehalosa intracelular presentes en las cremas y en la levadura deshidratada.
Comparacion entre el proceso a escala de laboratorio (m), a escala de planta piloto (crema I, secado a 35
°C m y 41 °C m) y los lotes industriales (V1 m, V2 m, G m). Las medias han sido calculadas como minimo
con los valores de tres deshidrataciones independientes a partir de biomasa obtenida al menos en dos
producciones independientes, excepto para los lotes industriales donde la barra de error corresponde a la
desviacion estandar entre réplicas de la misma muestra.
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Figura 1.5. Seguimiento de los niveles de trehalosa intracelular durante la deshidratacion a escala de
laboratorio a 35 °C (panel A) y en planta piloto (panel B) a 35 °C (w) y a 41 °C (m). A 41 °C el secado
finaliz6 tras 18 minutos. Las medias del panel A corresponden a tres deshidrataciones independientes a
partir de producciones de biomasa independientes. En el panel B se muestra un experimento
representativo.

90



Resultados v Discusion

35 °C (condiciones de laboratorio, Figura 1.5 panel A) hubo una movilizacion de este
metabolito de hasta el 31 %, mientras que durante la deshidratacion a escala de planta piloto no
se produjo variaciones significativas en los niveles de trehalosa en ninguna de las dos
temperaturas ensayadas (Figura 1.5, panel B). Los tres lotes industriales analizados presentaron
niveles mayores de este disacarido que los productos secos obtenidos en el laboratorio y en la
planta piloto, con incrementos que oscilaron entre 113 ug trehalosa/mg células y 153 pug

trehalosa/mg células (Figura 1.4).

Uno de los aspectos mas importantes en la produccion de levadura seca activa es obtener un
producto que mantenga una elevada capacidad de fermentar los azlicares del mosto y tenga una
fase de latencia corta tras la rehidratacion. El andlisis de la capacidad fermentativa durante las
primeras horas de los diferentes productos finales tras ser rehidratados (Figura 1.6), mostré que
las levaduras secas procedentes de la planta piloto poseian un comportamiento fermentativo
similar a los lotes industriales alcanzando una velocidad de 0,10 — 0,12 mL CO,/10’células/min
a los 240 minutos de ensayo, incluso ligeramente mayor para las células deshidratadas a 41 °C
(0,13 mL CO,/10"células/min). A su vez, los lotes industriales entre si también mostraron
pequeiias diferencias, el lote G procedente de una planta industrial diferente a V1 y V2 produjo
niveles mas bajos de CO,. La levadura seca obtenida a escala de laboratorio fue la que presentd
menor capacidad fermentativa con una velocidad de produccion de CO, de 0,07 mL

/10 células/min.
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Figura 1.6. Analisis de la capacidad fermentativa de la levadura seca obtenida a escala de laboratorio
(LAB) y en planta piloto (PL.P) y comparacion con los lotes industriales (V1, V2 y G). Las células fueron
rehidratadas en agua a 37 °C durante 20 min y posteriomente inoculadas en medio YPGF (10 % fructosa
y 10 % glucosa). Se siguio la produccion de CO, durante 240 minutos y la capacidad fermentativa se
expres6 como mL de CO, producido por nimero de células y por unidad de tiempo (mL CO,/10’
células/min). Se muestran las medias de dos experimentos independientes a partir de LSA obtenida de
forma independiente, excepto para los lotes industriales que corresponden a dos réplicas de experimentos
realizados con la misma LSA.
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1.4. Discusion.

El primer objetivo de este trabajo fue desarrollar un protocolo de deshidratacion de levadura a
escala de laboratorio que nos permitiera abordar el estudio molecular de este proceso, como
anteriormente se habia realizado en nuestro laboratorio para la etapa de propagaciéon de la
biomasa (Pérez-Torrado, 2004). El protocolo disefiado es una simplificacion del proceso
industrial basado en el instrumental accesible para un laboratorio y en la escasa informacion de
la que disponiamos al inicio de estos estudios, ya que existen pocas publicaciones acerca de la
obtencion de levadura seca activa alguna de ellas bastante reciente (Chen y Chiger, 1985;
Degre, 1993; Gonzalez et al., 2005). La mayoria de los trabajos publicados sobre produccion
industrial se refieren a levaduras panaderas que normalmente se comercializan en forma de
levadura prensada humeda, ademas entre los estudios realizados sobre deshidratacion no existe
un protocolo consenso (Eleutherio ef al., 1997; Poirier et al., 1999; Cerrutti et al., 2000; Singh
et al., 2005), a lo que se suma la elevada dificultad de acceder a la informacion del sector
industrial. Por estas razones nos parecio imprescindible contrastar el proceso y el producto seco
obtenido en la simulacion a escala de laboratorio con la produccién y deshidratacion en planta
piloto que es un paso previo generalmente utilizado por las empresas para testar los productos

que luego generaran a nivel industrial.

La propagacion de la biomasa a escala de laboratorio es bastante similar a la desarrollada en
planta piloto, ambas han sido reducidas a los dos tipos basicos de cultivo, batch y fed-batch. El
crecimiento celular sigue el mismo patron, con una fase de latencia, una fase de crecimiento
exponencial y una fase estacionaria en el cultivo en batch, y un crecimiento oxidativo
exponencial durante la fase de fed-batch hasta alcanzar el nivel maximo de alimentacion sin que
se produzca fermentacion. El rendimiento en biomasa alcanzado al final del proceso de
produccion en planta piloto es similar a los alcanzados en industria (entre 0,4-0,5 g biomasa/g
azucar, Jorgensen et al., 2002) pero casi tres veces mayor que el obtenido en el laboratorio. Esta
diferencia de rendimiento puede deberse a cada uno de los distintos factores que varian de un
protocolo a otro o una mezcla de ellos. Uno de los factores a tener en cuenta es la presencia
habitual de inhibidores del crecimiento en la melaza, aspecto que las industrias solventan
normalmente mezclando diferentes lotes con el fin de minimizar dicho efecto. El uso de un solo
lote de melaza en la produccion a escala de laboratorio puede estar condicionado a la presencia
de inhibidores que estén limitando el crecimiento como han demostrado trabajos previos
desarrollados en nuestro laboratorio (Pérez-Torrado, 2004). En cambio, en la planta piloto
durante el crecimiento en batch se utilizé un medio rico que contiene melaza diluida y azicar
anadido y durante la fase de fed-batch se alimentd con una mezcla de dos lotes de melaza, lo

que podria estar diluyendo la posible toxicidad presente en algunos de ellos. Otra diferencia
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relevante es que en la planta piloto el cultivo en batch abarco 24 horas y solo una pequefia parte
de la biomasa obtenida fue diluida y utilizada como indculo del fed-batch. En cambio en la
simulacion en laboratorio, la fase de bafch durd casi el doble de tiempo para asegurar la
ausencia total de etanol y la alimentacion fue afiadiéndose directamente a la totalidad del cultivo
obtenido. Como se observa en la Figura 1.2 (panel A), el consumo total del etanol no se lleva a
cabo hasta aproximadamente las 45 horas, lo que indica que las células producidas en la planta
piloto deben estar aun en fase postdiduxica cuando se da por finalizado el crecimiento en batch
mientras que, las células cultivadas a escala de laboratorio se encuentran en fase estacionaria
estricta. En estas condiciones, la elevada concentracion de células y su estado en fase
estacionaria también pueden limitar el crecimiento del cultivo durante la fase de alimentacion.
Ashrafi y colaboradores (1999) mostraron que células procedentes de fase estacionaria
presentaban una vida media replicativa menor que células que no habian atravesado esta fase.
Por ultimo, en la planta piloto al igual que en las plantas industriales el sistema de alimentacion
esta totalmente monitorizado y la rampa de alimentaciéon estd cuidadosamente disefada y
programada para obtener el maximo rendimiento en biomasa en el minimo tiempo posible
ademas de ser un proceso estandarizado y rutinario. En cambio en la simulacion a escala de
laboratorio, la rampa de alimentacion se realizd de forma manual en funcién del

comportamiento del cultivo.

El protocolo de deshidratacion desarrollado en el laboratorio difiere en gran medida del
realizado en la planta piloto. En esta tltima, parte del contenido en agua es eliminada en las
etapas de filtracion y extrusion, de forma que los filamentos de levadura introducidos en el
deshidratador contienen un 70 % de humedad residual, mientras que en el laboratorio estas dos
etapas se han reducido a una simple centrifugacion. El deshidratador de tipo lecho fluidizado
usado en la planta piloto inyecta aire inicialmente a elevadas temperaturas (60 °C) que atraviesa
la masa de filamentos y va disminuyendo de temperatura a medida que la masa alcanza la
temperatura fijada, en nuestro caso 35 °C y 41 °C. Este sistema asegura un secado rapido y
homogéneo de la biomasa. Varios estudios asocian una mayor viabilidad a una cinética gradual
de deshidratacion donde el flujo de pérdida de agua a través de la membrana es lento y
homogéneo (Gervais et al., 1992; Gervais y Marechal, 1994). En la simulacion a escala de
laboratorio, la estufa de conveccion genera corrientes de aire pero a una temperatura constante
(35 °C) y no atraviesa la masa sino que la seca en superficie, lo que produce una pérdida de agua
mas lenta y gradual, esto que en principio deberia ser menos agresivo para las células

posiblemente no lo es porque el secado resulta menos homogéneo.

A pesar de las diferencias existentes entre los procesos de produccion y deshidratacion a ambas

escalas, los niveles de trehalosa presentes en la crema y en el producto final son comparables y
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estan de acuerdo con el rango descrito en la literatura para las levaduras vinicas, entre el 12 % y
el 20 % del peso de la levadura (Degre, 1993). La pérdida lenta de agua en la estufa de
conveccion permite la movilizacion de parte de la trehalosa durante los primeros 20 minutos,
cuando la cé€lula aun tiene humedad suficiente para mantener un metabolismo relativamente
activo y podria usarla como fuente de carbono (Degre, 1993; Sillje et al., 1999). Esa
movilizacidon no se observa durante el proceso de deshidratacion en planta piloto,
probablemente debido a la rapidez con que las células ven reducido su contenido en agua. El
contenido en trehalosa es considerado uno de los factores mas importantes implicados en la
resistencia de las levaduras a la deshidratacion y a la posterior rehidratacion (Hottiger et al.,
1987a; Leslie et al., 1994), debido a su capacidad de interaccionar con membranas y proteinas
remplazando a las moléculas de agua (Crowe ef al., 1992) y a su capacidad de formar cristales
(Crowe et al., 1998; Schebor et al., 2000). En funciéon de los niveles de trehalosa parece que el
producto final obtenido en ambas simulaciones es similar pero al analizar la produccion de CO,
de la biomasa rehidratada se observa que la levadura seca producida en el laboratorio tiene
alrededor de un 30 % — 50 % menos de capacidad fermentativa. Un dato llamativo es el
observado en los lotes industriales que acumulan grandes cantidades de trehalosa,
considerablemente superiores al resto, pero presentan la misma capacidad fermentativa que el
producto final obtenido en la planta piloto. Estos datos indican que la diferencia en la capacidad
fermentativa entre la levadura seca producida en el laboratorio y la producida en la planta piloto
no depende de la cantidad de trehalosa acumulada, al menos cuando se trata de niveles tan
elevados como los que presentan estas células. Existen en la bibliografia ejemplos de
condiciones de estrés donde no se observa correlacion entre mayor acumulacion de este
disacarido y mejor adaptacion (Lewis et al., 1997; Pedrefio et al., 2002), concretamente en
deshidratacion, estudios recientes con un mutante ¢ps/ incapaz de sintetizar trehalosa indican
que otras adaptaciones pueden ser suficientes para aportar tolerancia a este proceso

(Ratnakumar y Tunnacliffe, 2006).

Las variaciones en la capacidad fermentativa pueden estar asociadas a las diferencias en las
cinéticas de secado de acuerdo con lo mencionado anteriormente. Otro de los factores que afecta
a la capacidad fermentativa es la velocidad especifica de crecimiento durante el fed-batch (van
Hoek et al., 2000), existiendo una fuerte correlacion positiva entre ellas. Segliin los datos de
rendimiento obtenidos y el tiempo de alimentacion, cabe esperar que la velocidad especifica de
alimentacion haya sido menor en la simulacion a escala de laboratorio que en la planta piloto.
Como se comentara con mayor profundidad en los siguientes capitulos, también podria deberse
a una mayor acumulacion de otras moléculas protectoras o de reserva, o a una mejor respuesta a
estrés. Incluso podria estar relacionada con la adicion de emulsionantes y/o estabilizantes a las

levaduras antes de su deshidratacion, practica habitual en la industria y en la planta piloto. En
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nuestro caso durante la produccion de LSA en la planta piloto se afiadi6 monoestearato de
sorbitan que puede reducir la pérdida de contenido celular sufrido durante la rehidratacion y por

tanto la mortalidad celular (Chen y Chiger, 1985).

Este analisis previo de los procesos de simulacion de produccion de LSA y su comparacion con
lotes procedentes de la industria indican que las diferencias existentes entre los tres protocolos
necesariamente van a verse reflejadas en el estado metabdlico del producto final. Sin embargo,
la complejidad de este proceso y sus multiples etapas hacen necesario una simplificaciéon a la

hora de ser simulado tanto a escala de laboratorio como en planta piloto.
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CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA A ESTRES DURANTE LA
DESHIDRATACION EN LA LEVADURA VINICA T73

Durante la produccion de LSA, la levadura estd sometida a multiples cambios en su ambiente,
como cambios osmoticos al pasar del precultivo a la melaza fresca en el inicio de la produccion
o durante la deshidratacion, variacion en la disponibilidad de nutrientes, presencia de productos
toxicos como el etanol, el CO, y el acetaldehido, estrés térmico durante el secado, etc. De la
capacidad de la levadura para percibir estos cambios y responder a ellos va a depender el estado
fisioldgico del producto final y por tanto su eficiencia para llevar a cabo la vinificacion (Ivorra
et al., 1999). El estudio a nivel molecular de la respuesta a estrés aporta informacion acerca del
estado fisiologico de la levadura. Durante el proceso de produccion de LSA estos conocimientos
pueden ayudar a comprender mejor qué tipo de estrés esta percibiendo la célula de forma mas
relevante, cuales son los puntos clave del proceso y de qué formas pueden llevarse a cabo
mejoras biotecnoldgicas. La relevancia de este tipo de estudio ha sido puesta de manifiesto por
nuestro grupo de investigacion en varias ocasiones tanto durante el proceso de propagacion de la
biomasa (Pérez-Torrado et al., 2005) como en la vinificacion (Carrasco et al., 2001; Pérez-
Torrado et al., 2002; Zuzuarregui y del Olmo, 2004a; Zuzuarregui y del Olmo, 2004b;
Zuzuarregui et al., 2005). En cuanto a la deshidratacion, existen numerosos estudios
moleculares pero la mayoria de ellos han sido realizados con cepas y condiciones de laboratorio.
Los escasos estudios desarrollados hasta la fecha con levaduras vinicas no abarcan todas las
etapas del proceso de deshidratacion de LSA, sino que se restringen a comparaciones entre
levadura seca y rehidratada (Singh et al., 2005; Rossignol et al., 2006; Novo et al., 2007). En
este trabajo se ha utilizado la cepa vinica T73 y se ha realizado la caracterizacion de la respuesta
a estrés en las diferentes etapas de manipulacion de la levadura desde la crema obtenida tras la

propagacion de la biomasa hasta la LSA.

Como una primera aproximacion a la caracterizacion de la respuesta a estrés durante este
proceso, se analizo la expresion de una serie de genes marcadores de estrés previamente
seleccionados en nuestro laboratorio por su especificidad frente a determinadas condiciones

suboptimas de crecimiento (Pérez-Torrado, 2004). Estudios previos han demostrado que el
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analisis de la expresion de genes marcadores es una herramienta 1til en la caracterizacion de la
respuesta estrés en procesos industriales (Ivorra et al., 1999; Pérez-Torrado et al., 2002; Pérez-
Torrado et al., 2005; Higgins et al., 2003). Este analisis fue realizado en células deshidratadas a
escala de laboratorio procedentes de cultivos en medio YPD o de cultivos en melaza simulando
las condiciones industriales. Una vez se determind que la respuesta a estrés oxidativo era una de
las mas relevantes durante la deshidratacion, se amplio el analisis de expresion génica a otros
genes implicados en los sistemas de defensa frente a estrés oxidativo y se analizaron otros
marcadores no génicos indicativos de este estrés, como el glutation (molécula protectora) y la
peroxidacion lipidica (dafio celular). Por ultimo, se llevo a cabo el mismo estudio a escala de
planta piloto y los resultados se contrastaron con los obtenidos en la simulacion a escala de

laboratorio.

2.1. Expresion de genes marcadores de estrés durante la deshidratacion a escala de

laboratorio

Para determinar que tipo de respuesta a estrés era predominante durante la deshidratacion se
analizo la expresion de una serie de genes marcadores de estrés, cada uno especifico para una
condicion. Los genes analizados fueron S7/7/ (co-carabina de Hsp90p) como marcador de estrés
térmico, GPDI (glicerol-3-fosfato deshidrogenasa NAD-dependiente) para el estrés osmotico y
TRX2 (tiorredoxina citoplasmatica) como marcador de estrés oxidativo. También se incluyo
como indicador de estrés oxidativo el gen GSHI (y-glutamilcisteina sintetasa) como
representante del sistema glutation/glutarredoxinas aunque estudios previos desarrollados en
nuestro laboratorio no habian mostrado induccion significativa de este gen frente a los tipos de
estrés analizados en dicho estudio (Pérez-Torrado, 2004). Como gen modelo indicativo de la
activacion de la ruta general de respuesta a estrés se analizd la expresion del gen HSPI2
(proteina de choque térmico, hidrofilina). Para este estudio de expresion se aplicod la técnica
Northern Blot. E1 mismo filtro fue hibridado con las cinco sondas en hibridaciones sucesivas,
manteniendo una sonda comin como patrén interno de la sefial de hibridacion. Se cuantifico la
radiactividad especifica de cada sonda marcada y también la cantidad relativa de RNA de cada
muestra mediante la sefial del rRNA. Por ultimo, los datos obtenidos en el analisis de imagen de
las autorradiografias fueron normalizados utilizando tres parametros: la cantidad de rRNA de
cada muestra, la radiactividad especifica de cada sonda y la sefial media de una hibridacién

respecto a la anterior.

El estudio se realizo previamente en células tomadas a lo largo de la deshidratacion procedentes

de cultivos en YPD, donde en la mayoria de los casos se pudo observar una induccion de los
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cinco genes marcadores alcanzando inducciones de 2-3 veces en muestras con un 50 % de
humedad residual (Figura 2.1). Las diferencias de induccion entre los genes no fueron muy
significativas y ademas variaron entre experimentos, lo que no permitio establecer si alguno de

los tipos de estrés analizados era predominante sobre los demas.

4 -

3 i
c
o
Q
g 2
T
£

1 i

0 |

crema 80% 70% 50% 30% producto
final

Figura 2.1. Analisis mediante Northern Blot de la expresion de genes marcadores de estrés durante la
deshidratacion de la biomasa obtenida de cultivos en medio YPD y secada en estufa de conveccion a 35
°C. Los niveles normalizados de mRNA fueron relativizados respecto del valor obtenido en la crema antes
de deshidratar. Se muestra la media de tres deshidrataciones independientes a partir de producciones de
biomasa independientes. Genes marcadores de estrés: HSPI12 (), STI1 (m), GPDI (m), GSHI (m) y TRX2

().

Posteriormente, se aplicd el mismo analisis a células cultivadas en melaza simulando las
condiciones industriales de propagacion de la biomasa. Los valores obtenidos se relativizaron
respecto del valor obtenido en las células lavadas y concentradas justo antes de introducirlas en
la estufa (crema). Como se muestra en la Figura 2.2 no se detectaron inducciones significativas
de ningun gen analizado si tenemos en cuenta que en la técnica Northern Blot no se suelen
considerar significativas inducciones por debajo de 2-3 veces, incluso la mayoria estaban
ligeramente reprimidos. Unicamente se puede observar una pequeiia induccion (no llego a ser de
2 veces) de los genes marcadores de estrés oxidativo en el rango de 80 % - 50 % de humedad
residual. El gen inducido es diferente entre los dos experimentos realizados, en el experimento
A es GSHI mientras que en el experimento B es TRX2. Solo en el experimento A se observa

una ligera induccion del gen HSP12 en el producto totalmente deshidratado (producto final).
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Figura 2.2. Analisis mediante Northern Blot de la expresion de genes marcadores de estrés durante la
deshidratacion de la biomasa obtenida en producciones a escala de laboratorio y secada en estufa de
conveccion a 35 °C. Los niveles normalizados de mRNA fueron relativizados respecto del valor obtenido
en la crema antes de deshidratar.” El panel A y B muestran los resultados de dos deshidrataciones
independientes a partir de producciones de biomasa independientes. Genes marcadores de estrés: HSP12
(), STl (m), GPDI (m), GSHI (m) y TRX2 (m).

Las diferencias en los resultados obtenidos en ambas condiciones corroboran que la forma de
propagacion de la biomasa (la composicion del medio y el tipo de crecimiento) afecta al estado
fisioldégico y molecular de la célula (Shima et al., 2005). De forma que la simulacion de las
condiciones industriales para la obtencion de la biomasa se hacia imprescindible para conseguir

que este estudio de caracterizacion fuera lo mas cercano posible al estado fisiologico de las

*Nota: mediante las curvas de secado se hicieron aproximaciones sobre el tiempo necesario para alcanzar
un estado de deshidratacion determinado pero en algunas ocasiones en un mismo experimento se
obtuvieron muestras con porcentajes de humedad residual similares. Estas muestras se han utilizado para
hacer medias dentro de un mismo experimento y calcular sus desviaciones.

99



Caracterizacién de la respuesta a estrés durante la deshidratacion

levaduras durante el proceso industrial. Basaindonos en los datos obtenidos en células cultivadas
en melaza donde solo se puede apreciar una respuesta pobre y es frente a estrés oxidativo, en
datos previos obtenidos en nuestro laboratorio donde la sobreexpresion del gen TRX2 mejora la
vitalidad de las células tras el secado (Pérez-Torrado, 2004) y en la bibliografia donde cada vez
aparecen mas indicios de la importancia del dafio oxidativo durante la deshidratacion (Espindola
et al., 2003; Pereira et al., 2003; Franca et al., 2005; Franga et al., 2007), decidimos profundizar
mas en esta respuesta analizando la expresion de otros genes implicados en la respuesta a estrés

oxidativo y también otros marcadores no génicos.

2.2. Estudio de la respuesta a estrés oxidativo durante la etapa de deshidrataciéon en la

obtencion de LSA a escala de laboratorio

Como se ha comentado en la Introduccidn, entre los mecanismos de defensa frente a estrés
oxidativo descritos en levadura se encuentran los sistemas glutation/glutarredoxinas y
tiorredoxina. Como el analisis previo de genes marcadores no fue concluyente acerca de la
implicacion de ambos sistemas en la respuesta celular durante la deshidratacion, se decidid
ampliar el andlisis de expresion génica con otros genes involucrados en estos sistemas. Se
realizé una busqueda en la base de datos Saccharomyces Genome Database y se seleccionaron
algunos de los genes que presentaban mayor induccion frente a diferentes tipos de estrés

oxidativo. Los genes seleccionados fueron cuatro:

- GRX2 (glutarredoxina ditiol), su expresion es inducida fuerte y rapidamente por
diferentes agentes oxidantes (H,O,, menadiona, ditiotreitrol y diamida) (Grant et al.,
2000).

- GRX5 (glutarredoxina monotiol), se induce en presencia de H,O, y diamida. La delecion
de este gen va acompafiada de un aumento de la carbonilacion proteica y de la
sensibilidad a estrés oxidativo y osmético (Rodriguez-Manzaneque et al., 1999).

- TRRI (tiorredoxina reductasa), su expresion aumenta notablemente en presencia de
H,0,, menadiona y diamida (Gasch et al., 2000).

- TSAI (tiorredoxina peroxidasa), se induce fuertemente por agentes oxidantes como

H,0,, menadiona y diamida, y también por choque térmico (Gasch et al., 2000).

Este estudio se llevo a cabo en tres deshidrataciones independientes, realizadas con biomasa
obtenida en simulaciones de produccion a escala de laboratorio independientes. En la Figura 2.3
se muestran los datos obtenidos para dos de ellas, que fueron analizadas por Northern Blot. De

nuevo, la expresion de los genes fue variable entre las deshidrataciones analizadas. El tinico gen
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que se indujo en las tres deshidrataciones y en algunos casos con niveles significativos (2-6
veces) fue TRR1, aunque los diferentes experimentos mostraron variabilidad en los niveles de

induccion alcanzados y en el patron de expresion.
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Figura 2.3. Analisis mediante Northern Blot de la expresion de genes implicados en los sistemas de
defensa antioxidante durante la deshidratacion de la biomasa obtenida en producciones a escala de
laboratorio y secada en estufa de conveccion a 35 °C. Los niveles normalizados de mRNA fueron
relativizados respecto del valor obtenido en la crema antes de deshidratar. Se muestra el resultado de dos
experimentos (deshidrataciénes I y II) de los tres experimentos independientes realizados (vease *Nota)
Genes: GSHI (m), GRX2 (m), GRXS5 (=), TRX2 (m), TRRI (m)y TSAI ().
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El glutation es uno de los metabolitos de proteccion frente a estrés oxidativo mas importantes, a
parte de tener otras funciones relevantes en el mantenimiento celular. La valoracion del
glutation total asi como la proporcion en forma oxidada (GSSG) y en forma reducida (GSH)
permite establecer si en un momento determinado se estd produciendo un aumento en la
oxidacion celular. El método de valoracion se basa en la capacidad del DTNB para reaccionar

con la forma reducida del glutation liberando el cromo6foro TNB que absorbe a 412 nm.

En la Figura 2.4 se muestra la cuantificacion del glutation total y de las formas GSH y GSSG
para las tres deshidrataciones realizadas. Los tres experimentos mostraron un comportamiento
similar pero la variabilidad en los niveles alcanzados en cada uno de ellos imposibilito el
calculo de medias. Cabe resefiar que esta variabilidad en los experimentos realizados a escala de
laboratorio probablemente es debida a la dificultad que conlleva el disefio experimental, en el
que el estado de la biomasa depende de un proceso largo y con multiples variables como es la
produccion en un biorreactor utilizando medio melaza. Como se comenta en el capitulo I y se
puede observar mas adelante en el apartado 2.3, este tipo de experimentos en la planta piloto se
realizan de forma rutinaria, estan totalmente estandarizados y ademas son llevados a cabo con
un equipamiento mas adecuado, lo que ha permitido una mayor repetitividad de los resultados
obtenidos. Se observa que durante el secado se produce acumulacion del glutation total que se
inicia cuando las células presentan entre un 80 % y un 50 % de humedad residual en funcion del
experimento, pero en todas, el producto final presenta un 90,52 % + 19,14 % mas de glutation
que la crema inicial. Este incremento se debe principalmente a un aumento en los niveles del
glutation reducido. En cuanto a los niveles de la forma oxidada, se mantienen bajos durante los
10-20 minutos iniciales del secado (80 % - 50 % de humedad residual) pero luego se produce un
aumento que abarca un rango de secado entre el 70 % - 10 % de humedad residual dependiendo
del experimento, para posteriormente volver a disminuir en el producto final hasta niveles
proximos a los iniciales. Este incremento en la oxidacion durante un periodo del secado,
normalmente tras 20-30 minutos en la estufa, también se refleja en la relacion GSH/GSSG que
se muestra en la Tabla 2.1. Durante el secado, la relacion GSH/GSSG primero aumenta debido a
la sintesis de glutation pero después disminuye indicando que la proporcion de forma oxidada
ha aumentado frente a la forma reducida y se mantiene durante el resto de la primera hora
analizada, pero en el tiempo que trascurre hasta obtener el producto final (las 23 horas restantes)

se produce una recuperacion de los niveles de la forma reducida.
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Figura 2.4. Determinacion del glutation intracelular durante la deshidratacion de la biomasa obtenida en
producciones a escala de laboratorio y secada en estufa de conveccion a 35 °C. Se muestran los datos
obtenidos de glutation total (m), glutation reducido (GSH, =) y glutatiéon oxidado (GSSG, m) para tres
deshidrataciones independientes a partir de producciones de biomasa independientes (vease *Nota)
Unidades: nmoles de glutation/mg de células. (Las producciones I y II se realizaron como se describe en
el capitulo I, en cambio la produccion III estuvo caracterizada por una etapa de fed-batch notablemente
mas corta, 28 horas).
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Tabla 2.1. Relacion GSH/GSSG en las deshidrataciones realizadas a escala de laboratorio. Se muestran
los valores obtenidos para los tres experimentos independientes realizados (vease *Nota).

I 11 11}
Crema 39,33 11,06 25,77
80% 29,01 15,93 28,24
70% 45,35 16,63 £ 3,10
50% 24,09 £ 3,50 30,34 £ 0,42 19,33 £0,73
30% 23,12 15,22 £ 0,02 17,49
10% 24,55 20,15
Producto final 53,51 29,50 24,74

Entre los multiples dafios que producen las ROS esta la peroxidacion de los lipidos insaturados,
responsable del deterioro de las membranas. Teniendo en cuenta que la integridad de las
membranas es un factor determinante en la resistencia a la deshidratacion, parecié adecuado
realizar la valoracion de la peroxidacion de los lipidos como indicativo directo del dafio
oxidativo durante este proceso. Se utilizé un método colorimétrico basado en la reaccion del
acido tiobarbitarico con el malondialdehido (MDA), producto de la rotura de los acidos grasos
poliinsaturados. Como se puede observar en la Figura 2.5, en muestras con una pérdida tan solo
del 20 % de humedad (aproximadamente 10 minutos de secado) ya hay un aumento de los
niveles de MDA que luego disminuye a lo largo de la deshidratacion. El comportamiento es
bastante similar en las tres deshidrataciones realizadas aunque dependiendo del experimento, el
incremento y la disminucion fueron mas marcados y puntuales (Figura 2.5 deshidratacion 1) o
mas graduales (Figura 2.5, deshidrataciones II y III). La peroxidacion lipidica tras el secado
(producto final) fue mayor que en la crema pero los niveles alcanzados variaron notablemente

entre los experimentos I, II y III (85,8 %, 17,6 % y 23,1 % respectivamente).

2.3. Estudio de la respuesta a estrés durante la etapa de deshidratacion en la obtencion de

LSA a escala de planta piloto

El mismo estudio descrito en los apartados anteriores se realizd en muestras obtenidas de
producciones de LSA en la planta piloto del Laboratory of Research and Development,
Lallemand S.A.S (vease capitulo I). Se realizaron dos producciones independientes de la cepa

T73, la crema obtenida de cada una de ellas se dividi6 y se sometio a diferentes tratamientos.
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Figura 2.5. Nivel de peroxidacion de los lipidos durante la deshidratacion de la biomasa obtenida en
producciones a escala de laboratorio y secada en estufa de conveccion a 35 °C. Se muestran los datos
obtenidos para tres deshidrataciones independientes a partir de producciones de biomasa independientes
(vease *Nota).
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Una parte fue procesada inmediatamente (cremas sin tratar) y otra fue almacenada a 4°C entre
20 y 24 horas. En las cremas almacenadas parte fue ajustada a pH 3,5 con H,SO4 puro (practica
habitual en la planta piloto para evitar contaminaciones bacterianas durante el periodo de
almacenamiento) y parte se almaceno sin ajustar el pH (el pH de la crema antes de ser procesada
fue 5,7). Como se menciond en el capitulo I, tras la etapa de extrusion, los filamentos de
levadura fueron secados a dos temperaturas diferentes, 35 °C y 41 °C. En los analisis realizados
no se observo diferencias significativas entre los tratamientos de las cremas, de forma que como
representacion de los resultados obtenidos solo se muestran las medias correspondientes a las

cremas sin tratar que fueron procesadas justo después de su produccion.

En lo que se refiere a los analisis de expresion de genes marcadores de estrés, debido a la poca
cantidad de RNA obtenida en estas muestras y la imposibilidad de repetir los experimentos para
obtener mas, no se pudo realizar el analisis mediante la técnica de Northern Blot. En este caso
se recurrio a la técnica de transcripcion reversa-PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)
que nos permitid el uso de concentraciones bajas de RNA (0,5-2 ng/pul) gracias a la
amplificacion de la sefial durante la PCR. Esta técnica tiene una gran sensibilidad pero depende
de la eficiencia en la obtencion del cDNA y de la posterior PCR, esto supone que es necesario
no solo partir de la misma cantidad de RNA sino también tener genes que puedan considerarse
constitutivos y que actiien como controles internos (Bustin, 2002). Es dificil encontrar algiin gen
que mantenga constante su expresion en cualquier estado de la célula; la mayoria de ellos son
estables durante una determinada etapa de crecimiento pero no en otras, en condiciones dptimas
de crecimiento pero no frente a estrés, varian dependiendo de la disponibilidad de nutrientes,
etc. Esta dificultad se incrementa cuando se trata de procesos poco estudiados como es el caso
de la deshidratacion. En estos casos, algunas publicaciones recientes recomiendan el uso de
varios genes considerados constitutivos (Thellin et a/., 1999; Vandesompele et al., 2002; Nailis
et al., 2006). En este estudio se seleccionaron tres genes como controles internos. A partir de los
datos de expresion obtenidos de ellos, se calculd la media geométrica mediante el programa
geNorm (Vandesompele et al., 2002), y se utilizd6 como factor de normalizacion. Los genes

empleados como controles internos fueron:

- ACTI (actina), es ampliamente usado como control tanto en RT-PCR cuantitativas y
semi-cuantitativas como en Northern Blot. Se considera un gen de expresion
constitutiva aunque se ha demostrado que su expresion en fase estacionaria es menor
que en fase exponencial (Gasch et al., 2000). En este trabajo no cabria esperar esta
variacion ya que se parte de células en estado estacionario libres de medio de cultivo.

- RDNI8 (rRNA 18S), los rRNA representan el 90 % - 95 % del RNA total y su

expresion es bastante estable aunque en determinadas situaciones no son representativos
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del nivel de mRNA. Este desequilibrio puede deberse a varios factores, por ejemplo una
regulacion diferencial de las RNA polimerasas [ y II (Solanas et al., 2001). Dado que
los filtros de las deshidrataciones a escala de laboratorio analizados por Northern Blot
fueron normalizados usando el rRNA, incluirlo como control en este analisis facilita la
comparacion de los datos obtenidos con ambas técnicas.

- HSPI2 (proteina de choque térmico 12), su expresion es inducida en fase estacionaria y
en respuesta a numerosas condiciones de estrés (Gasch et al., 2000). En el estudio de
expresion de genes marcadores a escala de laboratorio dio una sefial radiactiva mucho
mayor que el resto de genes analizados y se mantuvo relativamente constante desde la
crema hasta el final del secado en la biomasa procedente de cultivos en melaza (vease

Figura 2.2).

Para comprobar la repetitividad de los datos analizados con una y otra técnica, las muestras de
RNA procedentes de la deshidratacion II a escala de laboratorio (mostrada en la Figura 2.3)
fueron analizadas también por QRT-PCR. Aunque las inducciones detectadas con esta técnica
fueron ligeramente superiores, el patron de expresion se mantuvo, indicando que ambas técnicas

con las normalizaciones pertinentes son comparables (datos no mostrados).

En las figuras 2.6 y 2.7 se muestran los datos obtenidos en el analisis de la expresion de genes
marcadores de estrés y de respuesta a estrés oxidativo. Tras el filtrado y la extrusion no hay
variaciones significativas en la expresion de los genes analizados respecto de la crema, es
durante el secado cuando se produce la induccion de determinados genes alcanzando su maximo
en el producto final. En el secado a 35 °C (Figura 2.6, panel A) el gen que presenta mayor
induccion es GSHI, 2 veces tras 28 minutos de secado y superior a 3 veces en el producto final.
También en el producto final, GPDI aparece inducido aproximadamente 2 veces. En el analisis
de la expresion de otros genes implicados en la respuesta a estrés oxidativo (Figura 2.6, panel
B) se observa la induccion gradual de TRRI a lo largo del secado superando a GSHI en el
producto final (hasta 5 veces aumenta su expresion respecto de la crema). En cuanto al resto de
genes, Unicamente la expresion de GRXS presenta un ligero incremento cercano a 2 veces. De
forma similar, durante el secado a 41 °C (Figura 2.7, paneles A y B) se inducen los genes GSH1
y TRRI pero adelantados en el tiempo, tras 18 minutos de secado. En el producto final no se
conserva la induccion de GPDI observada a 35 °C pero si presenta mayor nivel de expresion el
gen ST/1 (aproximadamente el doble que en la crema). Otra diferencia es la induccién de hasta

3 veces del gen GRXS.
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Figura 2.6. Analisis mediante QRT-PCR de la expresion de genes marcadores de estrés (panel A) y de
genes implicados en los sistemas de defensa antioxidante (panel B) durante la deshidratacion de la
biomasa obtenida y deshidratada en planta piloto a 35 °C. Los niveles normalizados de mRNA fueron
relativizados respecto del valor obtenido en la crema antes de deshidratar. Los datos mostrados
corresponden a las medias de dos deshidrataciones independientes a partir de producciones de biomasa
independientes. Genes: HSP12 (), ST/l (m), GPDI (m), GSHI (m), TRX2 (m), GRX2 (=), GRX5 (»),
TRRI (m)y TSAI ().

También se realizaron los analisis del contenido en glutation y de la peroxidacion lipidica como
parametros bioquimicos indicadores de estrés oxidativo. Los resultados obtenidos en la
cuantificacion de los niveles de glutation intracelular durante la deshidratacion en planta piloto
(Figura 2.8, paneles A y B) indican que este metabolito se acumula durante este proceso en su
forma reducida (GSH). Durante la extrusion hay un pequefio incremento pero donde empieza a
ser evidente es tras 8§ minutos de secado y continia acumulandose hasta alcanzar en el producto
final un 54,56 % £ 0,01 % mas de glutation total que el inicial en la crema para células secadas

a 35 °C y un 34,69 % + 1,27 % para la levadura secada a 41 °C. En cambio, los niveles de la
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forma oxidada (GSSG) se mantienen bajos durante todo el proceso y practicamente estables
entorno a 6-8 nmoles de glutation/mg de células, excepto un pequefio pico de acumulacion
detectado tras 8 minutos de secado que rapidamente (en los 10 minutos siguientes) desaparece.
Este comportamiento fue comiin a ambas temperaturas ensayadas. De nuevo, la disminucion de
la relacion GSH/GSSG tras 8 minutos de secado (Tabla 2.2) refleja este pico de oxidacion que

rapidamente es subsanado como muestra el aumento de la relacion en los siguientes 10 minutos.

Induccion

crema filtrado extrusion 8' secado 18' secado producto final

Induccion

crema filtrado extrusion 8' secado 18' secado producto final

Figura 2.7. Analisis mediante QRT-PCR de la expresion de genes marcadores de estrés (panel A) y de
genes implicados en los sistemas de defensa antioxidante (panel B) durante la deshidratacion de la
biomasa obtenida y deshidratada en planta piloto a 41 °C. Los niveles normalizados de mRNA fueron
relativizados respecto del valor obtenido en la crema antes de deshidratar. Los datos mostrados
corresponden a las medias de dos deshidrataciones independientes a partir de producciones de biomasa
independientes. Genes: HSP12 (), STl (m), GPDI (m), GSHI (m), TRX2 (m), GRX2 (m), GRX5 (»),
TRRI (m)y TSAI ().
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Figura 2.8. Determinacion del glutation intracelular durante la deshidratacion de la biomasa obtenida y
deshidratada en planta piloto a 35 °C (panel A) y 41 °C (panel B). Se muestran los valores medios de
glutation total (m), glutation reducido (GSH, =) y glutation oxidado (GSSG, m) obtenidos a partir de dos
deshidrataciones independientes para cada temperatura de secado a partir de producciones de biomasa
independientes. Unidades: nmoles de glutation/mg de células.

Tabla 2.2. Relacion GSH/GSSG en las deshidrataciones realizadas en planta piloto. Los valores son
medias de dos deshidrataciones independientes para cada temperatura de secado a partir de producciones

de biomasa independientes.

35°C 41 °C
Crema 5,68 +1,71
Filtrado 4,68 £ 0,47
Extrusion 4,99 +0,51
8’ secado 3,59+ 0,62 3,89 10,13
18’ secado 5,69 +2,27 9,04 + 4,58
28’ secado 6,87 £1,49
Producto final 7,57 + 3,87 8,23 +£3,02
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Como se puede observar en la Figura 2.9, el nivel de peroxidacion de los lipidos también
aumenta durante este proceso, pero esta peroxidacion no tiene lugar hasta que las células son
sometidas al secado con aire caliente. En el secado a 35 °C (Figura 2.9, panel A) los niveles de
peroxidacion aumentan tras 18 minutos alcanzando niveles similares a los detectados en el
producto final. En el secado a 41 °C (Figura 2.9, panel B) ocurre algo similar pero en menos
tiempo, los lipidos de las células secadas 8 minutos ya presentan elevados niveles de MDA. Los
niveles de peroxidacion lipidica en los productos finales obtenidos en ambos secados son
similares, 15-16 pmoles de MDA/mg de células, lo que representa un incremento del 30 % -

40% respecto de la crema.
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Figura 2.9. Nivel de peroxidacion de los lipidos durante la deshidratacion de la biomasa obtenida y
deshidratada en planta piloto a 35 °C (panel A) y 41 °C (panel B). Se muestran las medias obtenidas a
partir de dos deshidrataciones independientes para cada temperatura de secado a partir de producciones de
biomasa independientes.

111



Caracterizacién de la respuesta a estrés durante la deshidratacion

2.4. Comparacion de la LSA obtenida a escala de laboratorio y en planta piloto con los

lotes industriales

Por ultimo, se analizaron los lotes industriales descritos en el capitulo I (apartado 1.3). El
analisis de la expresion génica se realizd mediante QRT-PCR de la misma forma que se
describe en el apartado anterior. Los valores obtenidos fueron relativizados respecto a los
valores de las cremas obtenidas en planta piloto, ya que no se tuvo acceso a las cremas

originales obtenidas en la industria.

ﬂmiijdiqq
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Figura 2.10. Analisis mediante QRT-PCR de la expresion de genes marcadores de estrés y de genes
implicados en los sistemas de defensa antioxidante en los lotes industriales (V1 m, V2 m, G m) y
comparacion con los productos finales obtenidos a escala de planta piloto (35 °C m y 41 °C m). Los
niveles normalizados de mRNA en los lotes industriales fueron relativizados respecto del valor obtenido
en la crema producida en la planta piloto.

En la Figura 2.10 se muestran los datos de expresion génica de los lotes industriales junto con
los datos de los productos finales obtenidos en la planta piloto. No se ha hecho la comparacion
con la levadura deshidratada en laboratorio porque, como se coment6 en el apartado 2.2, la
expresion fue bastante variable de un experimento a otro y es dificil establecer un patrén comun.
A grandes rasgos, los lotes industriales procedentes de la misma planta industrial (V1 y V2) son
similares a nivel de expresion génica aunque existen ciertas diferencias entre las que destaca que
V1 no presenta una induccion tan fuerte del gen TRRI como V2. Estas diferencias se hacen mas
notables si el lote procede de otra planta, el lote G presenta una fuerte induccion de ST// pero
no de GSHI ni de TRRI. Aun asi algunos datos son comunes a los 3 lotes, como la induccion de
GPD] (superior a 4 veces) y los niveles de induccioén generalmente bajos de los genes HSP12,
GRX2, GRX5, TRX2 y TSAI. Partiendo de la suposicion de que las cremas obtenidas en la planta
piloto y en la industria tienen caracteristicas similares y que las inducciones detectadas en la

LSA obtenida en planta piloto en general son mas bajas, se puede observar que el patron de
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expresion presentado por el producto final de planta piloto es similar al obtenido en los lotes
industriales de LSA. Cabe destacar la induccion del gen TRRI en todos los productos finales,
normalmente con una induccion superior a 3 veces, también observada durante la deshidratacion
a escala de laboratorio y la induccion de GSHI observada en el producto de planta piloto y en

los lotes industriales.

Como se puede observar en la Tabla 2.3, la relacion GSH/GSSG es bastante similar en los tres
lotes industriales de LSA analizados, donde la proporcién de glutation reducido es entre 22-30
veces superior a la forma oxidada. Estos valores son similares a los presentados por la LSA
obtenida a escala de laboratorio (vease Tabla 2.1). En cambio, el producto final obtenido en
planta piloto a ambas temperaturas de secado presentd una relacion GSH/GSSG hasta 5 veces
menor que a escala de laboratorio (vease Tabla 2.2), es decir, la proporcion de glutation oxidado
en la LSA de planta piloto fue entre 3 y 5 veces mayor que en el resto de células deshidratadas

(condiciones de laboratorio y lotes industriales).

Tabla 2.3. Relacion GSH/GSSG y niveles de peroxidacion lipidica en los lotes industriales.

GSH/GSSH pmoles MDA/mg
células
\%! 29,28 4,29
A\’ 23,13 10,22
G 22,43 6,27

A pesar de que las relaciones GSH/GSSG son diferentes, los valores de peroxidacion de lipidos
en los productos deshidratados obtenidos en el laboratorio y en planta piloto son muy similares,
(14,40 £ 3,22) pmoles de MDA/mg de células y (15,38 + 0,68) pmoles de MDA/mg de células
de media respectivamente. No ocurre lo mismo en los lotes industriales (Tabla 2.3), tienen
valores menores de peroxidacion pero son muy variables dependiendo del lote, no pudiéndose

establecer una relacion ni siquiera por origen comun.

2.5. Discusion

Desde hace tiempo en nuestro laboratorio, al igual que en otros grupos de investigacion, se
utiliza el analisis de la expresion de genes marcadores como una aproximacion para el estudio

de la respuesta a estrés de las levaduras en condiciones industriales. Estas aproximaciones han
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permitido, por ejemplo, determinar que el inicio de la vinificacion supone un importante estrés
osmotico con una fuerte induccion de la expresion del gen GPD1 (Pérez-Torrado et al., 2002;
Zuzuarregui et al., 2005); que existe una correlacion directa entre la resistencia a estrés de
distintas cepas vinicas y la expresion del gen HSPI2 y esto correlaciona inversamente con las
paradas de fermentacion (Ivorra et al., 1999); y que durante el cultivo en batch en la produccion
de biomasa de LSA existe un fuerte estrés oxidativo marcado por la notable induccion del gen
TRX?2, dependiente de la aireacion (Pérez-Torrado et al., 2005). La aplicacion de este tipo de
analisis en las distintas condiciones de deshidratacion realizadas en este estudio dio lugar a
resultados dependientes de las condiciones de produccion y secado, indicando el efecto notable
que tienen las condiciones de cultivo y el disefio experimental en el estado fisioldgico y
molecular de la célula. No es de extrafiar que las inducciones obtenidas no sean muy elevadas
en la mayoria de los casos, ya que partimos de células en fase post-diduxica o ya en fase
estacionaria, condiciones en las que la expresion de la mayoria de los genes analizados esta

aumentada (DeRisi et al., 1997, Gasch et al., 2000; Causton et al., 2001).

Las variaciones observadas entre las células cultivadas en medio YPD y las obtenidas en las
simulaciones del proceso industrial a escala de laboratorio, donde el protocolo de secado fue el
mismo, podrian deberse a los diferentes medios y condiciones de cultivo utilizadas (Shima et
al., 2005). Estudios previos realizados en nuestro laboratorio muestran que la biomasa obtenida
al final del fed-batch presenta mayor nivel de mRNA de algunos genes marcadores analizados,
como HSPI2 (3 veces mas) y GPDI (2 veces mas) que los precultivos de YPD utilizados como
indculos (Pérez-Torrado et al., 2005). Ademas, durante la produccién de biomasa en el
biorreactor, las células estan sujetas a una fuerte aireacion tanto en la fase de batch como en la
fase de fed-batch, que desencadena un importante estrés oxidativo. El inicio de la fase de batch
esta marcado por un fuerte estrés osmotico debido a la elevada concentracion de azucares (61
g/L), seguramente mayor al generado por la concentracion de glucosa presente en el medio YPD
(20 g/L). Por otro lado, el consumo fermentativo de esta elevada concentracion de azlicares
genera altas concentraciones de etanol mdas elevadas que en los cultivos en medio YPD.
También hay que tener en cuenta, la presencia de inhibidores del crecimiento en las melazas que
estan ausentes en el medio YPD. La presencia continuada de condiciones adversas, aunque
subletales, puede desencadenar la adquisicion de tolerancia a otros tipos de estrés debido a la
sintesis y acumulacion de moléculas protectoras y/o a la activacion de proteinas capaces de
actuar frente a diferentes estreses (Lewis et al., 1995; Attfield, 1997; Estruch, 2000; Garay-
Arroyo et al., 2003). Esto explicaria la ausencia de induccion de los genes marcadores de estrés
durante el secado en las células cultivadas en melaza mientras que en células procedentes de
cultivos en medio YPD tiene lugar la induccion de los cinco genes marcadores, a pesar de

proceder de cultivos en fase post-diauxica o incluso estacionaria donde han acumulado
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metabolitos de proteccion y de reserva y la ruta de respuesta general a estrés estd activa. Este
fenomeno, denominado proteccion cruzada, se ha descrito para numerosas condiciones de
estrés. Por ejemplo, el estrés oxidativo induce tolerancia a varios estreses como elevadas
temperaturas (Moraitis y Curran, 2004), estrés salino, elevadas concentraciones de acido acético
(Lewis et al., 1997) y elevadas presiones hidrostaticas (Palhano et al., 2004). El estrés salino
induce tolerancia a la congelacion y al choque térmico (Lewis ef al., 1995). El tratamiento
osmotico aumenta la resistencia al secado (Eleutherio et al., 1997), etc. En cuanto a las
diferencias observadas entre la biomasa obtenida en simulaciones del proceso industrial a nivel
de planta piloto y a escala de laboratorio, parte de ellas podria ser consecuencia de las
variaciones en el protocolo de propagacion de la biomasa (analizado en el capitulo I). Esto
podria explicar los niveles elevados de glutation presentes en las cremas obtenidas a escala de
laboratorio, coincidiendo con una etapa de fed-batch més prolongada, y correlacionando con los
niveles mas bajos obtenidos en la produccion III a escala de laboratorio y las producciones a
nivel de planta piloto donde la fase de fed-batch durd solo 24 horas (vease Figura 2.4 y Figura
2.8). Otra parte de estas diferencias, probablemente, sea debida a los protocolos de
deshidratacion empleados. Un ejemplo puede ser la induccion del gen GPDI en el producto
final obtenido en el secado en planta piloto, indicando que las células estan percibiendo un
estrés osmotico mas severo que las deshidratadas a escala de laboratorio y esto podria ser
consecuencia de la mayor velocidad de pérdida de moléculas de agua durante el secado en

planta piloto.

A pesar de estas diferencias, las dos simulaciones también mostraron similitudes en la expresion
génica. La ausencia de aumento en la expresion del gen S77// durante el secado a 35 °C en
ambos protocolos indica que para la biomasa obtenida en procesos industriales alcanzar esta
temperatura no supone un estrés térmico, mientras que el secado a 41 °C si genera una
respuesta. Estos datos concuerdan con la robustez de las cepas industriales frente a las cepas de
laboratorio (Querol, et al., 2003) y corroboran la importancia de las condiciones de propagacion
de la biomasa para conferir resistencia a posteriores condiciones subdptimas. La induccion en la
simulacion a escala de laboratorio, aunque ligera y variable entre experimentos, de los genes
marcadores TRX2 y GSHI sugeria al estrés oxidativo como un factor relevante para la célula
durante la deshidratacion, como fue confirmado posteriormente por la significativa induccion
del gen GSH1 durante el secado en planta piloto, tanto a 35 °C como a 41 °C, destacando sobre

el resto de genes marcadores de estrés.

En el analisis de expresion de los genes implicados en la respuesta a estrés oxidativo destaca la
expresion de dos genes, GSHI y TRRI, cada uno perteneciente a un sistema de defensa

antioxidante diferente. La ausencia de induccion del resto de genes analizados impide
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determinar con certeza si alguno de los dos sistemas de defensa predomina sobre el otro, pero en
funcion de los resultados obtenidos cabe esperar que ambos sean de igual relevancia durante
este proceso. Estudios previos (Gasch et al., 2000; Causton et al., 2001) indican que los niveles
de mRNA de ambos genes no se incrementan durante el cambio diduxico ni en la entrada en
fase estacionaria (incluso la expresion del gen TRRI estd reprimida en esa etapa de
crecimiento). Ademas en nuestro estudio, la induccion se detecta una vez las células son
introducidas en el secador y no durante las etapas previas de filtracion y extrusion, por lo que se
puede considerar a GSHI pero principalmente a TRRI, por su induccion destacada en todos los
experimentos, genes inducidos especificamente por el proceso de secado y no, dependientes del
procesamiento anterior de la biomasa obtenida en simulaciones de fermentaciones industriales.
Mientras que la expresion de GSHI puede estar afectada por la presencia de ROS y por calor,
como se comentara mas adelante, la induccion del gen TRR/ parece estar directamente ligada al
aumento de la oxidacion producida por la deshidratacion, no a la elevada temperatura de secado

(Kim et al., 2006).

El gen TRRI codifica para la enzima tiorredoxina reductasa citosdlica, la principal encargada de
mantener en su forma reducida a las tiorredoxinas citosolicas, Trx1p y Trx2p (Trotter y Grant,
2003). La elevada induccion de este gen en ausencia de induccion del gen TRX2, puede
significar que la oxidacion de las tiorredoxinas citosolicas esta siendo elevada y se necesita su
reduccion. La regulacion del estado rédox de las tiorredoxinas es de gran relevancia en la
respuesta a estrés oxidativo. Trrlp, junto con la tiorreoxinas citosolicas, resultan claves en la
regulacion de la transcripcion dependiente del factor transcripcional Yaplp. La oxidacion del
factor Yaplp evita su exportaciéon del nucleo de forma que puede activar la expresion de
numerosos genes entre los que se encuentra 7TRRI y TRX2. Este mismo sistema tiorredoxina es
el responsable de reducir Yaplp y desactivarlo (Izawa et al., 1999; Delaunay et al., 2000). Es
decir, existe un lazo de autorregulacion, el dafio oxidativo activa Yaplp y por tanto los sistemas
de recuperacion, que a su vez inactivan Yaplp para frenar la respuesta una vez se restablece el
equilibrio (Temple et al., 2005). Otras connotaciones importantes que tiene el mantenimiento
adecuado del sistema de reduccion de las tiorredoxinas se deben a su participacion en el ciclo
celular como reductoras casi exclusivas de la enzima ribonucledtido reductasa y en el
metabolismo del azufre como donadoras de hidrogenos a la enzima PAPS reductasa (3’-
fosfoadenosin 5’-fosfosulfato reductasa) (Toledano ef al., 2007). Los niveles elevados de Trrlp
pueden permitir una rapida recuperacion de las tiorredoxinas citosolicas oxidadas de forma que
cuando las células sean rehidratadas, puedan reducir rapidamente a Yaplp poniendo fin a esta
respuesta y puedan participar en funciones de recuperacion del crecimiento como es la

replicacion del DNA o la sintesis de aminoacidos azufrados.
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El glutation se ha descrito en numerosos organismos, desde bacterias hasta pequefios
vertebrados, como una molécula fundamental en la tolerancia a la deshidratacion, gracias a su
capacidad de actuar como cofactor de enzimas antioxidantes y de reaccionar directamente con
las ROS y con los grupos tioles de las proteinas (Espindola et al., 2003; Pereira et al., 2003;
Franga et al., 2007). Parte de esta importancia se debe a que es un metabolito muy abundante en
las células de levadura. Se ha descrito que alcanza entre 0,1 % y 1 % del peso seco de la célula
(Pocsi et al., 2004). En las condiciones de crecimiento de simulacion industrial realizadas en
este trabajo, las células llegaron a superar el 1 % de glutation y este porcentaje aumentod durante
la deshidratacion alcanzando hasta el 3 %. Espindola y colaboradores (2003) han relacionado la
presencia de glutatién con la proteccion de las membranas en condiciones de anhidrobiosis. De
acuerdo con estos autores, las grandes cantidades de glutation acumuladas por la levadura
industrial T73 en nuestro estudio pueden estar relacionadas con los bajos niveles de
peroxidacion de lipidos observados tanto en biomasa fresca como deshidratada. Estos niveles
son entre 5-10 veces menores que los observados por los mismos autores en cepas de
laboratorio, siendo esto quiza otro factor que justifique la elevada tolerancia frente a estrés de
las cepas industriales. Esta acumulacion de glutation comienza a observarse al poco tiempo de
introducir las células en la estufa o en el deshidratador de tipo lecho fluidizado y, al menos en
las simulaciones en planta piloto, coincide con el aumento de expresion del gen GSHI (y-
glutamilcisteina sintetasa) que codifica para la primera enzima implicada en la biosintesis de
esta molécula (Ohtake y Yabuuchi, 1991). La elevada temperatura a la que se lleva a cabo el
secado en planta piloto puede ser la responsable de la significativa induccion de la expresion del
gen GSHI y por tanto de la sintesis de glutation (Sugiyama et al., 2000a). Esto explicaria
porque en condiciones de laboratorio donde la temperatura del aire de secado es menor, la
induccion del gen también es menor pero no explica los elevados niveles de glutation
alcanzados durante este proceso. Es ampliamente conocido que existe solapamiento entre la
respuesta a estrés térmico y a estrés oxidativo (Moraitis y Curran, 2004 y 2007), tanto durante la
exposicion de las levaduras a agentes oxidantes como el H,O, donde se inducen proteinas hsps
(Pereira et al., 2001) como frente a elevadas temperaturas que inducen la expresion y
acumulacion de proteinas implicadas en la defensa antioxidante (Sugiyama et al., 2000a y
2000b; Kim et al., 2006). En las condiciones en las que se realiza el secado, las células estan
sometidas a la pérdida de moléculas de agua a la misma vez que a elevadas temperaturas de
secado, de forma que no es posible determinar si la induccioén de la biosintesis de glutation es
debida a un factor, a otro o a un efecto conjunto. En estas condiciones no es de extrafiar que una
de las respuestas mas relevantes de la levadura sea frente a estrés oxidativo. Las elevadas
temperaturas producen la acumulacion de ROS posiblemente por el aumento de la respiracion
mitocondrial (Sugiyama et al., 2000a) y la pérdida de moléculas de agua también favorece la

formacion y concentracion de los radicales libres (Leprince et al., 1994; Franga et al., 2007).
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Esta acumulacion de ROS durante el secado no solo se ve reflejada en la induccion de la sintesis
de glutation sino también en el incremento de los niveles de GSSG y de malondihaldehido
(producto de la peroxidacion de los lipidos) (Espindola et al., 2003; Pereira et al., 2003; Franga
et al., 2005).

Un dato destacado en ambos protocolos de deshidratacion es que los niveles de GSSG que
inicialmente se incrementan indicando la existencia de estrés oxidativo durante el secado,
vuelven a disminuir. Entre las enzimas antioxidantes inducidas por calor se encuentra la enzima
glutation reductasa, Glrlp (Kim et al., 2006), que es la encargada de reducir el GSSG de nuevo
a GSH utilizando NADPH como poder reductor. Las elevadas temperaturas del aire (50 °C - 60
°C inicialmente) utilizadas en el secado en planta piloto podrian haber desencadenado un
incremento mas rapido y elevado de esta enzima permitiendo la rapida recuperacion observada
del GSH; en cambio, a escala de laboratorio la temperatura del aire de secado al ser menor (35
°C) podria haber inducido la misma respuesta pero mas lentamente. En estas condiciones de
laboratorio, donde el proceso de secado es mas largo y la pérdida de agua mas progresiva, la
respuesta celular al estrés oxidativo a pesar de estar en condiciones de baja actividad de agua
consigue en parte paliar los efectos nocivos disminuyendo los niveles de peroxidacion de lipidos
(Espindola et al., 2003). Posiblemente este efecto no se ve reflejado en condiciones de planta
piloto por la rapidez del proceso. La rapida inducciéon de los sistemas antioxidantes, promovida
por las condiciones de secado llevadas a cabo en la industria, puede estar relacionada con la
elevada tolerancia a la deshidratacion que muestran las levaduras industriales. En
Saccharomyces cerevisiae se ha establecido que la acumulacion de ROS induce la apoptosis y
que este efecto se acentua en cepas que carecen de glutation (Madeo ef al., 1999). En liquenes y
plantas, el estado rédox del par GSH/GSSG y la capacidad de reducir la forma GSSG durante la
rehidratacion influyen de forma determinante en su tolerancia a la deshidratacion (Kranner,
2002; Kranner et al., 2002; Kranner ef al., 2006). En estos mismos organismos, también se ha
observado correlacion entre la muerte celular y el aumento de los niveles de GSSG, junto con la

disminucion del contenido total en glutation.

Entre los experimentos realizados en planta piloto a diferentes temperaturas de secado no hubo
apenas diferencias, la inica variacion notable en el producto final obtenido a 41 °C fue la mayor
induccion del gen GRX5 que codifica para una glutarredoxina monotiol. A diferencia de las
glutarredoxinas ditiol, las glutarredoxinas monotiol no parecen estar relacionadas directamente
con la defensa frente a estrés oxidativo. Estudios recientes han descubierto que estan implicadas
en el metabolismo del hierro (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002; Pujol-Carrién et al., 2006;
Ojeda et al., 2006). Por lo tanto, el aumento de oxidacion en las proteinas y la hipersensibilidad

a agentes oxidantes observado en el mutante grx5 (Rodriguez-Manzaneque ef al., 1999) se ha
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vinculado a la formacion de ROS debida a la reaccion de Fenton y/o a la inactivacion de
enzimas como por ejemplo Sod2p, propiciada por la acumulacion de hierro libre consecuencia
del desacoplamiento de la sintesis de los centros Fe-S en la mitocondria (revisado en Herrero y
de la Torre-Ruiz, 2007). El analisis de la expresion de este gen frente a diferentes condiciones
de estrés, realizado por Rodriguez-Manzaneque y colaboradores (1999), indic6 que no se induce
en respuesta a agentes oxidantes, condiciones hiperosmoticas o aumento de temperatura. En
funcién de esos estudios, cabe esperar que la induccion observada en el presente trabajo no sea
debida a un efecto directo de la temperatura de secado, sin embargo, de forma indirecta la
temperatura mas elevada desencadena la aceleracion de una serie de procesos como la pérdida
de las moléculas de agua, acelerando la desestabilizacion de estructuras celulares (por ejemplo,
la mitocondria) y la desnaturalizacién de proteinas, y la reduccion del volumen celular
produciendo la concentracion de las moléculas intracelulares (por ejemplo, los iones metalicos),
que pueden ser los responsables de esta induccidn transcripcional. El aumento en la expresion
del gen GRX5 en procesos de deshidratacion rapida apunta a un mayor requerimiento de

proteinas con centros Fe-S o del mantenimiento de la homeostasis del hierro.

El anélisis de las muestras de LSA de lotes industriales, pone de nuevo en evidencia el efecto
que tienen las condiciones de cultivo y de deshidratacion en el estado fisioldgico de las células.
Al no tener una biomasa en crema de referencia, los datos de expresion se relativizaron respecto
de las cremas obtenidas en planta piloto pero, como se ha discutido anteriormente, las
condiciones de obtencion de la biomasa no son exactamente las mismas y esto puede conllevar
una serie de cambios metabolicos que dificulten su comparacion. Con la premisa de que las
células obtenidas en planta piloto y en la industria proceden de cultivos en fed-batch con rampas
de alimentacion similares, los genes que destacan por su induccion en los lotes industriales son
GPDI1, GSHI, STIl y TRRI, coincidiendo con el analisis en planta piloto. A pesar de las
diferencias observadas tanto a nivel de expresion génica como en los niveles de peroxidacion de
lipidos y en la relacion GSH/GSSG entre los mismos lotes industriales y en comparacién con
los productos obtenidos en planta piloto, la capacidad fermentativa (como se muestra en el
capitulo I, Figura 1.6) no se ve notablemente afectada entre ellos pero si con respecto a las
levaduras deshidratadas a escala de laboratorio. La adicion de emulsionantes y estabilizantes (en
nuestro caso el monoestearato de sorbitan) y su papel protector durante la deshidratacion podria

ser causante de las diferencias de capacidad fermentativa observadas entre las dos simulaciones.

En resumen, los resultados obtenidos en medio YPD muestran que las condiciones de
crecimiento influyen enormemente en el estado fisiologico de la biomasa final y en la respuesta
celular durante procesamientos posteriores, por lo que la simulacion de las condiciones

industriales de propagacion de biomasa a escala de laboratorio es imprescindible como
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aproximacion a las condiciones reales. En cuanto al proceso de deshidratacion, las diferencias
entre la simulacion a escala de laboratorio y el proceso en planta piloto son evidentes pero los
resultados obtenidos en este trabajo indican que los efectos que conllevan son similares y que la
simulacion es ttil como una primera aproximacion a la problematica industrial. Basicamente, en
ambas deshidrataciones, la célula estd sometida a temperaturas elevadas, pérdida de moléculas
de agua y reduccion del volumen celular, estos procesos facilitan la formacion de ROS capaces
de generar dafios en multiples constituyentes celulares. El presente estudio muestra la existencia
de estrés oxidativo durante la deshidratacion y la respuesta a este estrés como una de las mas
relevantes durante este proceso corroborando lo ya observado por otros autores en condiciones

de laboratorio (Espindola et al., 2003; Pereira ef al., 2003; Franca et al., 2005 y 2007).
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ESTUDIO DEL PAPEL DE LA TREHALOSA Y SUMETABOLISMO DURANTE LA
DESHIDRATACION

La trehalosa es uno de los metabolitos mas abundantes en las células de levadura y de forma
destacada en las cepas vinicas industriales donde puede alcanzar un 20 % del peso seco de la
célula (Degre, 1993). Su funcion como molécula protectora frente a diversos estreses ha sido
descrita en numerosas ocasiones (revisado en Wiemken, 1990 y Elbein et al., 2003). Sus
caracteristicas fisicoquimicas, como son su elevada estabilidad e hidrofilicidad, su capacidad de
formar cristales y de establecer interacciones a través de sus grupos hidroxilo (-OH) con los
grupos fosfato de los fosfolipidos y los residuos polares de las proteinas, confieren a este
metabolito unas propiedades excelentes para actuar como molécula de proteccion frente a la
deshidratacion (Crowe et al., 1992; Argiielles, 2000). Las industrias productoras de levaduras
suelen estimular la acumulacion de este metabolito (y de otras moléculas implicadas en la
respuesta a estrés), permitiendo la entrada en fase estacionaria de las células durante la etapa de
maduracion e incluso sometiéndolas a condiciones moderadas de estrés (Degre, 1993;
Eleutherio et al., 1997). La sintesis de trehalosa es un factor importante en la tolerancia a
condiciones suboptimas de crecimiento pero también es necesaria su movilizacion para generar

una proteccion adecuada (revisado en Singer y Lindquist, 1998b).

En este capitulo se desarrolla el estudio realizado sobre la acumulaciéon de trehalosa y la
participacion de las enzimas responsables de su degradacion, las trehalasas, en la resistencia a la
deshidratacion en la levadura vinica T73. En primer lugar, se analizd la relevancia de la
movilizacién de la trehalosa en la respuesta a estrés en cepas y condiciones de laboratorio, para
posteriormente extrapolarlo a la cepa de levadura vinica T73 y a condiciones de deshidratacion.
Para abordar este estudio se han utilizado un conjunto de mutantes (construidos por nuestro
grupo de investigacion y algunos de ellos durante este trabajo) con deleciones sencillas y
multiples de genes implicados en la degradacion y movilizacion de este disacarido, obtenidos en

un fondo genético de cepa de laboratorio y también de cepa vinica.
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3.1. Estudio del papel de la trehalosa y su movilizacion durante el estrés salino:
aproximacion a la problematica de la deshidratacion con cepas y condiciones de

laboratorio

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio (Gimeno-Alcaiiiz, 2000) acerca del
metabolismo de la trehalosa en la cepa de laboratorio MCY 1264 describieron la implicacion de
las enzimas de degradacion de este metabolito en la tolerancia a estrés térmico, hiperosmoético y
por etanol. Corroboraron el fenotipo de recuperacion pobre del mutante nthl observado por
otros autores (Nwaka et al., 1995a y b; Wera et al., 1999; Iwahashi et al., 2000) y mostraron
indicios de la participacion de la trehalasa acida en la respuesta a estrés. En base a estos
resultados y gracias a la disponibilidad de una serie de mutantes en los genes que codifican las
enzimas trehalasa en el fondo genético MCY 1264 (los mutantes simples nthl y athl y el doble
mutante nthlathl), se realizé un andlisis preliminar de expresion génica de NTHI! y ATHI en
diferentes condiciones de estrés en las que se habia descrito la participacion de la trehalosa y/o
de la trehalasa neutra: térmico, oxidativo, osmotico, salino y por ausencia de glucosa. Los
resultados mas significativos se obtuvieron en los tres Gltimos tipos, destacando el estrés salino

donde se llevaron a cabo el resto de analisis que se describen a continuacion.

3.1.1. Analisis de la expresion génica de las enzimas trehalasa, de sus actividades

correspondientes y de su efecto sobre la acumulacion de trehalosa durante el estrés salino

Los experimentos de estrés salino se llevaron a cabo a partir de células cultivadas en medio
YPD hasta fase estacionaria que fueron transferidas a medio fresco YPD con NaCl 1,2 M y
mantenidas en estas condiciones durante 1, 3, 6 y 24 horas. En las figuras 3.1 y 3.2 se muestran
los datos de expresion de los genes NTHI y ATHI y la cuantificacion de sus actividades

enzimaticas correspondientes.

Como se observa en la Figura 3.1, la inoculacion de las células de la cepa MCY 1264 en medio
fresco YPD en las condiciones control (panel A, barras sélidas azules) produce una disminucion
en los niveles de mRNA del gen NTHI por debajo del 50 % en las primeras 6 horas del
experimento, seguramente debido a la represion por glucosa a la que esta sujeto este gen (Parrou
et al., 1999; Zahringer et al., 2000; Frangois y Parrou, 2001). En cambio la presencia de NaCl
1,2 M mantiene constantes los niveles de expresion de NTHI durante las 24 horas analizadas
(panel A, barras rayadas azules). Algo similar se observa en la actividad trehalasa neutra (Figura
3.1, panel B, barras azules), en las condiciones control la actividad se reduce al mismo nivel que

la expresion génica, mientras que durante el estrés salino la actividad trehalasa neutra es elevada
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Figura 3.1. Niveles de mRNA del gen NTHI (panel A) y actividad trehalasa neutra (panel B, unidades:
nmoles de glucosa/min/mg de proteina) en cepas de laboratorio durante el estrés salino. Los experimentos
de estrés se realizaron a partir de cultivos en YPD crecidos hasta D.O.¢ 6,0, se recogieron las células y
se inocularon en medio control YPD (barras solidas) o en medio YPD con NaCl 1,2 M (barras rayadas).
Las muestras se tomaron tras 1, 3, 6 y 24 horas de incubacion a 30 °C en agitacion. El analisis de la
expresion génica se realiz6 mediante Northern Blot. Los valores mostrados corresponden a la media de al
menos dos experimentos independientes. Cepas: MCY 1264 (m) y athl (m).

al menos, durante las primeras 6 horas de incubacion. Cabe puntualizar que la actividad Nthilp
detectada en la primera hora de incubacion en ausencia de estrés (barras sélidas azules) fue mas
elevada de la que corresponderia a células en fase estacionaria. Estudios realizados por San
Miguel y Argiielles (1994) muestran que la adicion de YPD a células desreprimidas produce un
aumento temporal de la actividad trehalasa neutra durante la primera hora y una caida de la
actividad trehalasa acida, lo que explicaria los niveles observados en nuestras condiciones
control. Los datos obtenidos para Nthlp en la cepa de referencia MCY 1264 no coinciden con
algunos estudios previos donde el uso de elevadas concentraciones de NaCl (1,5 M) evita la

inducciéon de la expresion del gen NTHI y de su actividad asociada que si se da a
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concentraciones mas bajas (Nwaka et al., 1995b; Zahringer et al., 1997; Zahringer et al., 2000;
Parrou et al., 1997). Las diferencias podrian ser debidas a que esos estudios estan realizados con
células en fase exponencial y en periodos cortos de exposicion a estrés (entre 40 minutos y 1
hora) mientras que, en este trabajo, los aumentos de expresion y actividad empiezan a
manifestarse en incubaciones prolongadas (a partir de 3 horas) en células procedentes de

cultivos en fase estacionaria.
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Figura 3.2. Niveles de mRNA del gen ATHI (panel A) y actividad trehalasa acida (panel B, unidades:
nmoles de glucosa/min/mg de proteina) en cepas de laboratorio durante el estrés salino. Los experimentos
de estrés se realizaron a partir de cultivos en YPD crecidos hasta D.O.4y 6,0, se recogieron las células y
se inocularon en medio control YPD (barras so6lidas) o en medio YPD con NaCl 1,2 M (barras rayadas).
Las muestras se tomaron tras 1, 3, 6 y 24 horas de incubacion a 30 °C en agitacion. El analisis de la
expresion génica se realizo mediante Northern Blot. Los valores mostrados corresponden a la media de al
menos dos experimentos independientes. Cepas: MCY 1264 (m) y nthl (=).

En la Figura 3.2 se muestra el analisis de expresion para el gen ATHI (panel A) y la actividad
trehalasa acida (panel B) en condiciones de estrés salino. Hasta el momento no se habia descrito
que el gen ATH] fuera inducible por estrés, pero en las condiciones ensayadas en este estudio

los niveles de mRNA del gen ATH! en la cepa MCY 1264 aumentan tras 3 horas de estrés salino
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(Figura 3.2, panel A, barras rayadas azules), ademas esta induccion va acompafiada del
incremento de la actividad trehalasa acida entre las 6 y 24 horas de estrés (Figura 3.2, panel B,
barras rayadas azules). Comportamientos similares fueron obtenidos en los experimentos de
estrés osmotico con sorbitol 0,9 M y en condiciones de deprivacion de glucosa (Figura 3.3).
Durante el estrés por sorbitol 0,9 M, la expresion del gen ATHI se induce progresivamente
desde la primera hora de incubacion, alcanzando niveles elevados tras 6 horas (Figura 3.3, panel
A, izquierda) que coinciden con el incremento en la actividad trehalasa acida (Figura 3.3, panel
B, izquierda). En el estrés por ausencia de glucosa, el aumento en los niveles de mRNA se da
tras 24 horas de incubacion en medio sin glucosa YP (Figura 3.3, panel A, derecha) y de nuevo,

concuerda con una elevada actividad de Athlp (Figura 3.3, panel B, derecha).
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Figura 3.3. Expresion de los genes NTHI y ATHI (panel A) y actividades trehalasa (panel B) en cepas de
laboratorio durante el estrés osmotico y en condiciones de deprivacion de glucosa. Los experimentos de
estrés se realizaron a partir de cultivos en YPD crecidos hasta D.O.4y 1,0, se recogieron las células y se
inocularon en medio control YPD, en medio YPD con sorbitol 0,9 M o en medio YP (sin glucosa). Las
actividades trehalasa, neutra y acida, se expresaron en nmoles de glucosa/min/mg de proteina. Los datos
mostrados son representativos de 2 experimentos independientes.
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La respuesta a estrés osmotico, ya sea por adicion de NaCl o de sorbitol, esta regulada por la via
HOG (Posas et al., 2000; Rep et al., 2000) y se ha descrito que la induccion del gen NTHI en
condiciones hiperosmoticas depende de esta via (Zahringer et al., 2000). Con el fin de
comprobar si ocurria algo similar con el gen ATHI, se aplicaron las mismas condiciones de
estrés salino a una cepa en la que se habia delecionado el gen HOGI en paralelo con la cepa
control MCY 1264. El andlisis de la expresion génica (Figura 3.4, panel A y panel B izquierda)
muestra que la cepa hogl pierde la induccion de la transcripcion del gen ATH1 por estrés salino
severo observada en la cepa de referencia MCY 1264, siendo ésta la primera vez que se describe
la regulacion transcripcional dependiente de Hoglp para este gen. Simultneamente se analizé la
expresion del gen NTHI (Figura 3.4, panel B derecha) donde el efecto de la delecion del gen
HOG1 sobre su induccion fue minima y solo se observo una reduccion clara en la exposicion a

NaCl 1,2 M durante 24 horas.
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Figura 3.4. Efecto de la delecion del gen HOG! en la induccion de la expresion del gen ATHI durante el
estrés salino en la cepa de laboratorio MCY 1264. Los experimentos de estrés se realizaron a partir de
cultivos en YPD crecidos hasta D.O.¢g 6,0, se recogieron las células y se inocularon en medio control
YPD (barras sélidas) o en medio YPD con NaCl 1,2 M (barras rayadas). Las muestras se tomaron tras 1,
3, 6 y 24 horas de incubacion a 30 °C en agitacion. En el panel A se muestra la media de dos
experimentos independientes, la cuantificacion fue realizada mediante autorradiografia electronica. En el
panel B se muestra el Northern Blot de uno de los experimentos para el gen ATHI y también se incluye
uno de los Northern Blot realizados con la sonda del gen NTHI. Cepas: MCY 1264 (m) y hogl (m).
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Los resultados obtenidos para los mutantes simples nthl y athl indican que la eliminacion del
gen de una de las enzimas trehalasa afecta a nivel transcripcional y a nivel de actividad
enzimatica a la otra trehalasa presente. La delecion del gen ATH! (Figura 3.1, barras rosas) va
acompafiada de una mayor induccion de la expresion del gen NTHI tanto en las condiciones
control como, de forma mas notable, en presencia de estrés salino (panel A) en cambio, la
actividad trehalasa neutra es menor que en la cepa control (panel B). De forma similar, el
mutante nthl (Figura 3.2, barras verdes) presenta mayor acumulacion de mRNA del gen ATH1
durante el estrés salino (panel A), pero no mayor actividad enzimatica trehalasa acida excepto

tras 24 horas de incubacion en medio YPD (panel B).
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Figura 3.5. Acumulacion de trehalosa en cepas de laboratorio durante el estrés salino. Los experimentos
de estrés se realizaron a partir de cultivos en YPD crecidos hasta D.O.4y 6,0, se recogieron las células y
se inocularon en medio control YPD (panel A) o en medio YPD con NaCl 1,2 M (panel B). Las muestras
se tomaron tras 1, 3, 6 y 24 horas de incubacion a 30 °C en agitacion. Los datos mostrados corresponden a
un experimento representativo. Cepas: MCY 1264 (m), nthl (m), athl (m) y nthlathl (m).
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También se llevaron a cabo determinaciones de los niveles intracelulares de trehalosa en las
cepas y condiciones descritas (Figura 3.5). En la cepa de referencia MCY 1264 se observa que el
estrés salino, al igual que otras condiciones de estrés (Attfield, 1987; Neves y Frangois, 1992;
Sharma, 1997; Kandror et al., 2004), desencadena la acumulacion de este metabolito (Figura
3.5, barras azules, paneles A y B). Como se ha comentado anteriormente para la actividad
enzimatica de Nthlp, los niveles de trehalosa presentados por la cepa MCY 1264 tras la primera
hora de incubacion en las condiciones control son mas bajos de los que cabria esperar para
células en fase estacionaria (Figura 3.5, panel A), posiblemente debido a la elevada actividad
trehalasa neutra detectada como consecuencia de la adicion de medio fresco. En incubaciones
mas prolongadas en medio YPD en ausencia de estrés, ya comienza a detectarse acumulacion de
este disacarido (entre las 6 y 24 horas) coincidiendo con la disminucion de la actividad de
Nthlp (vease Figura 3.1, panel B). La existencia de reciclaje de este metabolito, entendido como
la existencia de sintesis y degradacion simultanea de la trehalosa, se pone de manifiesto en los
mutantes para las enzimas trehalasa que acumulan mas cantidad de trehalosa que la cepa de
referencia en condiciones de crecimiento en YPD y en presencia de NaCl 1,2 M (Figura 3.5,
paneles A y B). A pesar de las diferencias notablemente significativas observadas en los niveles
de actividad de Nthlp y Athlp, la participacion de ambas trehalasas en este reciclaje de la
trehalosa es similar, principalmente en condiciones de estrés salino, donde el mutante athl
(panel B, barras rosas) acumula cantidades de este metabolito iguales e incluso en algunos
puntos mayores que el mutante nthl (panel B, barras verdes). La mutacion doble nthiathl
(barras moradas) no siempre produce un efecto aditivo, este mutante presenta niveles de
trehalosa similares o algo superiores a los mutantes simples en la mayoria de los puntos

analizados tanto en condiciones control como en presencia de NaCl.

Los datos moleculares y bioquimicos mencionados se completaron con un andlisis de
recuperacion del crecimiento donde parte de las células fueron inoculadas en placas de YPD y
se analizd su capacidad para crecer tras haber sido sometidas a estrés salino (Figura 3.6). La
cepa MCY 1264 y el mutante nthl presentan dificultades para crecer en YPD tras haber sido
sometidas a estrés salino durante 1, 3 y 6 horas. Este fenotipo de crecimiento pobre no se
observa en los mutantes athl y nthlathl, es decir la delecion del gen ATHI mejora la tolerancia
a estrés salino, hecho que se manifiesta durante la fase de recuperacion una vez transcurre el
estrés. Estas diferencias entre las cepas desaparecieron cuando las células fueron sometidas a
estrés durante periodos prolongados (24 horas). En otras condiciones de estrés menos severas,
como son el estrés osmotico con sorbitol 0,9 M o la deprivacion de glucosa (Figura 3.7), las

cepas mutantes no presentan estas diferencias de comportamiento.
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Figura 3.6. Crecimiento en placa de la cepa de laboratorio MCY 1264 (M) y los mutantes para las
enzimas trehalasa tras someterlas a estrés salino. Los goteos en placas de YPD se hicieron a partir de
células incubadas durante 1, 3, 6 y 24 horas en medio liquido YPD (control) o en YPD con NaCl 1,2 M.
Las placas fueron incubadas 25 horas a 30 °C. En la imagen se muestra la dilucion 1 x 107 a partir de una
dilucion ajustada a D.O.g0 1,0.
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Figura 3.7. Crecimiento en placa de la cepa de laboratorio MCY 1264 y los mutantes para las enzimas
trehalasa tras someterlas a estrés osmoético con sorbitol 0,9 M (panel A) y en condiciones de deprivacion
de glucosa (medio YP) (panel B). Las condiciones de estrés aplicadas son las mismas que las descritas en
la Figura 3.3 y en Materiales y Métodos. Se muestra la dilucién 5 x 107 a partir de una dilucién ajustada a
D.O.4p0 1,0.
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3.1.2 Movilizacion de la trehalosa durante la recuperacion tras estrés salino

Los datos obtenidos indican que la participacion de las trehalasas en la tolerancia a estrés esta
vinculada a la etapa de reanudaciéon del crecimiento cuando se recuperan las condiciones
optimas. Para comprobar esta hipotesis se realizaron experimentos de recuperacion tras someter
a la cepa MCY 1264 y sus derivados nthl, athl y nthiathl a 3 horas de estrés salino. Se hizo un
seguimiento del crecimiento en medio liquido tras estrés (Figura 3.8, panel A) que confirmo los
datos observados en medio solido. Los mutantes athl (trazo rosa) y nthlathl (trazo morado)
reanudan el crecimiento mas rapidamente y alcanzan densidades celulares superiores que la
cepa control (trazo azul) y el mutante nthl (trazo verde), empezando a mostrar diferencias
notables tras 4 horas de recuperacion. En la cuantificacion del contenido de trehalosa (Figura
3.8, panel B), al igual que en los experimentos de estrés del apartado anterior (vease Figura 3.5,
panel A, 3 horas), se observa que las cepas mutantes en los genes de las enzimas trehalasa
acumulan mas trehalosa durante el estrés salino que la cepa control (Figura 3.8, panel B, punto
0) y este efecto se agudiza en la cepa doble mutante nthlathl (trazo morado), indicando que
ambas enzimas trehalasa son responsables del reciclaje de la trehalosa durante condiciones de
estrés salino. En la cepa control (trazo azul) y en el mutante athl (trazo rosa) los niveles de
trehalosa decaen drasticamente durante los primeros 30 minutos de incubacion en medio fresco
YPD en ausencia de estrés, mientras que en el mutante nthl (trazo verde) los niveles de
trehalosa disminuyen lentamente a lo largo de la recuperacion, indicando que la trehalasa neutra
es la principal actividad implicada en la movilizacion rapida de la trehalosa tras estrés salino.
Un resultado 1lamativo fue el observado en la cepa doble mutante, donde se habian eliminado
las dos actividades hidrolasa descritas hasta el momento como responsables de la degradacion
de la trehalosa. Este mutante acumula grandes cantidades de este metabolito pero a diferencia de
lo esperado, es capaz de movilizarlo hasta alcanzar niveles similares a los observados para el
mutante nthl tras 4 horas de recuperacion, lo que implica la existencia de otras actividades o

procesos no descritos vinculados a la movilizacion de este disacarido.

El siguiente objetivo fue el estudio de otros genes candidatos a participar en la movilizacion de
la trehalosa, utilizando la misma estrategia de delecion empleada para los genes NTHI y ATHI.
Uno de los genes seleccionados fue NTH2 que se identificd en Saccharomyces cerevisiae por su
elevado grado de identidad de secuencia (77 %) con el gen NTHI (Wolfe y Lohan, 1994). Hasta
la fecha se habian detectado cambios a nivel transcripcional pero no se le habia asociado ningun
efecto sobre la movilizacion de la trehalosa (Nwaka et al., 1995a y b). Se llevo a cabo la
delecion de este gen en el fondo genético MCY 1264 y en el mutante nthlathl obteniendo el
mutante simple nth2 y el triple mutante nthinth2athl. Los experimentos de recuperacion del

crecimiento en medio sélido mostraron que la mutacion simple nth2 no afectaba de forma
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Figura 3.8. Incremento del crecimiento (panel A) y movilizacion de la trehalosa (panel B) en cepas de
laboratorio durante la recuperacion tras estrés salino. Las células crecidas hasta D.O.g0p 6,0 fueron
incubadas 3 horas en medio YPD con NaCl 1,2 M, posteriormente se recogieron y se transfirieron al
medio de recuperacion (YPD liquido) donde se incubaron a 30 °C con agitacion orbital durante 8,5 horas.
Los valores mostrados corresponden a la media de al menos 3 experimentos independientes. Cepas:
MCY1264 (o), nthi (®), athl () y nthlathl (e).

significativa al crecimiento tras 3 horas de estrés salino pero el triple mutante si presentaba un
fenotipo acusado de crecimiento pobre (Figura 3.9, panel A). Este resultado indica que el
defecto observado en el mutante nthinth2athl no estd asociado a la delecion simple del gen
NTH? sino a la suma de deleciones en los genes que codifican las trehalasas. Los datos
obtenidos para el triple mutante fueron confirmados durante el crecimiento en medio liquido
YPD (Figura 3.9, panel B, trazo naranja) donde la fase de latencia se extendi6 hasta las 4 horas
de incubacion y alcanzé densidades celulares por debajo de la cepa control MCY 1264 (trazo
azul). La acumulacion de trehalosa en el mutante nthinth2athl durante el estrés fue mayor que

en la cepa control pero por debajo de los niveles obtenidos para el doble mutante
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Figura 3.9. Efecto de la delecion de los genes NTH2 y AGTI en la cepa de laboratorio MCY 1264 durante
la recuperacion tras estrés salino. Las células crecidas hasta D.O.4p9 6,0 fueron incubadas 3 horas en
medio YPD con NaCl 1,2 M, posteriormente se recogieron y se transfirieron al medio de recuperacion
(YPD liquido) donde se incubaron a 30 °C con agitacion orbital durante 5,5 horas. Se tomaron muestras a
lo largo de la recuperacion y se analizo el crecimiento como incremento de la D.O.gp (panel B) y la
movilizacion de la trehalosa (panel C). En el panel A se muestra el crecimiento en medio sélido YPD tras
estrés salino (dilucion 1 x 102 a partir de una dilucion ajustada a D.O.4 1,0). Los valores mostrados
corresponden a la media de 3 experimentos independientes. Cepas: MCY 1264 (e), nthlathl (e),
nthinth2athl (®)y nthinth2athlagtl (©).
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nthlathl (Figura 3.9, panel C, punto 0). Al inocular las células en medio YPD en ausencia de
estrés se observo una disminucion inicial de la concentracion de trehalosa tras 30 minutos de
incubacion, pero durante el resto del tiempo analizado los niveles se mantuvieron practicamente
constantes mientras que, como se habia observado anteriormente, el mutante nthlathl movilizo

gran parte del disacarido.

El bloqueo casi total de la movilizacion de la trehalosa en el mutante nthinth2athl pero no
completo apuntaba a la existencia de mas sistemas implicados en este proceso. Otro gen
asociado a la movilizacion de este disacéarido es AGT! que codifica para un transportador tipo
simporte trehalosa-H" de alta afinidad, implicado en la internalizacion de trehalosa extracelular
(Stambuk et al., 1999; Plourde-Owobi et al., 1999 y 2000; Jules et al., 2004). Se realizo la
delecion de este gen en la cepa triple mutante obteniendo el cuadruple mutante
nthinth2athlagtl. Como se puede observar en la Figura 3.9 (paneles B y C), este nuevo
mutante presentd un retraso en el crecimiento y una movilizacion de la trehalosa durante la
recuperacion tras estrés salino idéntica al triple mutante nthinth2athl. La similitud en los
comportamientos del triple y el cuadruple mutante indica que el gen AGTI no esta implicado en

la eliminacion de trehalosa intracelular, al menos en las condiciones ensayadas.

Estos resultados muestran por primera vez la participacion del producto del gen NTH2 en la
movilizacién de la trehalosa y sugieren la existencia de otros sistemas de movilizacion de este
metabolito aun desconocidos como podria ser un transportador de trehalosa hacia el exterior

celular (Eleutherio et al., 1993).

3.2. Papel de la trehalosa y de las enzimas trehalasa durante la deshidratacién de T73.

Modificaciones genéticas para la mejora del proceso de deshidratacion industrial

El estudio de la movilizacion de la trehalosa en cepas de laboratorio en condiciones de estrés
severo, como es el estrés salino aplicado, mostré la delecion de los genes que codifican las
enzimas trehalasa como una estrategia Util para aumentar el contenido en trehalosa en las células
de levadura tanto en condiciones de crecimiento normal como en presencia de estrés. Ademas la
delecion del gen ATHI proporcioné una mayor tolerancia a estrés que se manifestd durante la
recuperacion del crecimiento. El siguiente objetivo fue aplicar esta estrategia en la cepa vinica
T73 y estudiar su efecto en condiciones de deshidratacion que, como se ha comentado a lo largo
de los capitulos anteriores, es un estrés bastante severo. El efecto dafiino de la deshidratacion
también se ilustra en la Figura 3.10 donde se puede observar la pérdida brusca de capacidad

fermentativa en células con un contenido de humedad residual por debajo del 5 %.
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Figura 3.10. Capacidad fermentativa ((mL de CO, producidos/10’ células)/minuto) de la cepa vinica T73
durante la deshidratacion en estufa de conveccion a 35 °C. La biomasa se obtuvo a partir de cultivos en
fase estacionaria (48 horas de incubacion a 30 °C con agitacion) en medio YPD. Durante el secado se
tomaron muestras a diferentes tiempos con diferentes contenidos en humedad residual y se analizo la
produccion de CO, al inocularlas en medio YPGF (10 % de glucosa y 10 % de fructosa). Los datos
corresponden a la media de tres experimentos independientes.

Para la obtencion de las cepas mutantes Tathl, Tnthlathl y Tnthinth2athl en la levadura vinica
T73 fue necesario realizar deleciones sucesivas mediante el sistema basado en el casete de
disrupcion loxP-KanMX-loxP y la recombinasa Cre (Guldener et al., 1996). La cepa T73
resulto ser diploide para los genes ATHI y NTH2, mientras que en estudios previos realizados
en nuestro laboratorio la delecion completa del gen NTH1 se consigui6 tras eliminar las 3 copias
del gen presentes en esta cepa (Gimeno-Alcaniz, 2000). Para poder realizar esta técnica, donde
el plasmido portador de la recombinasa Cre tiene como marcador de seleccion el gen URA3, se
utiliz6 como fondo genético la cepa T73-4 (Puig, 1998) auxotrofa para el uracilo. Esta cepa
tiene interrumpidas las dos copias del gen URA3 por un fragmento de DNA de 470 pb del hongo
filamentoso Ashbya gossypii. La presencia de auxotrofias y mas concretamente la del uracilo se
ha relacionado con efectos negativos sobre el crecimiento que pueden enmascarar el
comportamiento real de las cepas modificadas donde se utiliza como marcador de seleccion
(Chopra et al., 1999). Para minimizar este posible efecto, una vez las disrupciones fueron
completadas, se complementd la auxotrofia introduciendo por recombinaciéon homologa una
copia intacta del gen URA3 obtenida por restriccion a partir del plasmido pURA3 (Puig, 1998).
La complementacion también se llevo a cabo en la cepa T73-4 originando la cepa T73-4 URA
que se utilizé como cepa control en todos los experimentos detallados en este apartado. Los
transformantes se seleccionaron por su capacidad para crecer en medio minimo sin uracilo. Se

comprobd que las cepas portadoras de una copia funcional del gen URA3 eran capaces de
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alcanzar densidades celulares y cantidades de trehalosa similares a la cepa T73 sin ninguna

modificacion genética (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Comprobacion de la complementacion de la auxotrofia para el uracilo en la cepa T73-4
(ura’). Las cepas T73 (sin modificaciones genéticas), T73-4 y dos transformantes con una copia del gen
URA3 complementada (T73-4 URA 1y 2) fueron crecidas en YPD a 30 °C en agitacion durante 72 horas
y se analizo el crecimiento alcanzado en D.O.¢ (tabla) y la acumulacion de trehalosa (grafica).

Una vez obtenidas las cepas vinicas industriales mutantes se abordé el estudio para establecer si
alguna de las modificaciones genéticas relacionadas con la movilizacion de la trehalosa podia
ser ventajosa para hacer frente a la deshidratacion en la obtencion de LSA. Para estos
experimentos, la obtencion de biomasa se realizé a partir de cultivos en YPD incubados durante
48 horas a 30 °C en agitacion. Como se indica en los capitulos anteriores, la forma de cultivar
las células y el medio empleado afectan notablemente al comportamiento de éstas en los
procesamientos posteriores pero, debido a las complicaciones que supone aplicar las
condiciones de simulaciéon de produccién industrial creimos mas conveniente realizar este
estudio preliminar de seleccion en condiciones de cultivo mas sencillas, para en estudios
posteriores comprobar si los fenotipos de interés se mantendrian en condiciones mas similares a
las industriales. Los experimentos de deshidratacion a escala de laboratorio con las cepas
mutantes y la cepa de referencia se realizaron de forma idéntica a la descrita en el capitulo L.
Durante el secado a 35 °C en la estufa de conveccidon se fueron extrayendo muestras con
diferentes contenidos en humedad residual y se realizaron analisis de actividad trehalasa,

acumulacion de trehalosa, capacidad fermentativa y niveles de peroxidacion de lipidos.

La Figura 3.12 muestra los datos obtenidos en la determinacion de actividades trehalasa neutra y
acida en la cepa control T73-4 URA y los mutantes Tnthl y Tathl. En las condiciones
ensayadas, a diferencia de lo observado en las cepas de laboratorio en cultivos en fase
estacionaria (vease Figura 3.2, panel B; Figura 3.3, panel B, derecha), las células de la cepa

vinica
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Figura 3.12. Valoracion de las actividades trehalasa de la cepa vinica T73-4 URA (panel A) y de las
cepas mutantes Tnthl (panel B) y Tathl (panel C), durante la deshidratacion en estufa de conveccion a 35
°C. La biomasa se obtuvo a partir de cultivos en fase estacionaria (48 horas de incubacién a 30 °C con
agitacion) en medio YPD. Durante el secado se tomaron muestras de 70 mg de células a diferentes
tiempos con diferentes contenidos en humedad residual y se analizaron la actividad trehalasa neutra (m) y
la actividad trehalasa acida (m). Los datos corresponden a la media de tres experimentos independientes.
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T73-4 URA presentan elevados niveles de actividad trehalasa acida en la crema (Figura 3.12,
panel A, barras rojas). Esta elevada actividad trehalasa 4cida se mantiene bastante constante
durante practicamente todo el secado y solo declina cuando el contenido en humedad residual
esta por debajo del 10 %, coincidiendo con la caida en la capacidad fermentativa (vease Figura
3.10). La actividad trehalasa neutra (Figura 3.12, panel A, barras verdes) en la crema es
aproximadamente 16 veces menor que la actividad trehalasa acida, incrementandose
ligeramente durante el secado cuando las células presentan menos del 30 % de humedad
residual. La delecion de uno de los genes, NTHI o ATHI, va acompaiiada de cambios en la
actividad trehalasa dependiente del otro gen, corroborando la existencia de una interrelacion
entre estos genes ya puesta de manifiesto en los experimentos con cepas de laboratorio. En el
mutante Tnthl (Figura 3.12, panel B), la actividad trehalasa 4cida cuantificada en la crema es 2
veces menor que la presente en la cepa control y disminuye a lo largo del secado. Ademas como
se puede apreciar en la figura, la delecion del gen NTHI no elimind por completo la actividad
trehalasa neutra. Esta actividad residual también fue detectada en cepas de laboratorio (datos no
mostrados). En cambio, la delecion del gen ATH1 (Figura 3.12, panel C) causa el incremento de

la actividad trehalasa neutra manteniendo el patron observado en la cepa de referencia.

ug trehalosa/mg células

crema 60-50% 30% 20-10% <10% producto
final

Figura 3.13. Niveles de trehalosa en la cepa vinica T73-4 URA y las cepas derivadas, mutantes en los
genes de las trehalasas, durante la deshidratacion en estufa de conveccion a 35 °C. La biomasa se obtuvo a
partir de cultivos en fase estacionaria en medio YPD. Durante el secado se tomaron muestras de 10 mg de
células a diferentes tiempos con diferentes contenidos en humedad residual y se analizo el contenido en
trehalosa. Los datos corresponden a la media de tres experimentos independientes. Cepas: T73-4 URA
(m), Tnthi (m), Tathl (m), Tnthiathl (m)y Tnthinth2athl (m).
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Los datos de actividades trehalasa se complementaron con la determinacion de los niveles
intracelulares de trehalosa que se muestran en la Figura 3.13. La eliminacion de las actividades
trehalasa en la cepa vinica T73 tiene un efecto menor en la acumulacion de trehalosa durante el
crecimiento (Figura 3.13, crema) en comparacion con las cepas de laboratorio (vease Figura 3.5)
y también durante la deshidratacion donde los niveles de trehalosa oscilan ligeramente pero sin
un patron definido. Como cabia esperar en funcion del analisis de actividades trehalasa en esta
cepa, la delecion del gen NTHI (Figura 3.13, barras verdes) no produce una mayor acumulacion
de trehalosa pero si la eliminacion del gen ATHI (Figura 3.13, barras rosas). La cepa doble
mutante Trnthlathl (Figura 3.13, barras moradas) presenta, en la mayoria de los casos, niveles
de este disacarido similares a la cepa Tathl, concordando con los resultados obtenidos en los
mutantes simples. El dato mas destacado es la baja acumulacion de trehalosa por parte del triple
mutante Tnthinth2athl (Figura 3.13, barras naranjas), entre 2 y 3 veces menos disacarido que

en la cepa de referencia.

Para testar el estado metabdlico de estas cepas mutantes durante el secado, se analizo la
capacidad de las células en diferentes estados de deshidratacion para fermentar en condiciones
de elevada concentracion de aztcar (10 % de glucosa y 10 % de fructosa), como ocurriria al ser
inoculadas en un mosto. La capacidad fermentativa mostrada en la Figura 3.14 corresponde a la
media de las velocidades instantaneas de cada medida tomada cada 20 minutos durante un total
de 160 minutos, entendiéndose como velocidad instantanea el incremento del volumen de CO,
producido (en mL) por nimero de cé€lulas y por tiempo en los 20 minutos transcurridos entre
una medida y la siguiente. En las cremas (Figura 3.14, panel A), la capacidad fermentativa es
similar a la presentada por la cepa control para la mayoria de los mutantes, excepto para el triple
mutante TnthlInth2athl que es menor. En general, se mantiene constante sin pérdidas
significativas durante la mayor parte del secado (hasta alcanzar humedades relativas entre el 20-
30 %). Por debajo del 10 % de humedad residual, las células muestran una caida notable en la
produccion de CO, excepto la cepa Tathl que retiene un 99 % del poder fermentativo obtenido
en la crema (Figura 3.14, panel B). De forma comun para todas las cepas, el producto final del

secado apenas es capaz de empezar a fermentar en las 3 horas que dura el ensayo.

Entre los efectos protectores de la trehalosa durante la deshidratacion cada vez cobra mas
importancia su funcion antioxidante (Franga et al., 2007). Como se ha comentado en el capitulo
anterior, la oxidacion de componentes celulares es un factor importante en la pérdida de
viabilidad y vitalidad durante la deshidratacion. En este trabajo se ha encontrado que existe una
respuesta frente a este estrés durante el secado y datos previos obtenidos en nuestro laboratorio
indican que la sobreexpresion de genes implicados en la defensa antioxidante permite que las

células retengan mayor poder fermentativo tras la deshidratacion (Pérez-Torrado, 2004). Para
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Figura 3.14. Capacidad fermentativa de las cepas mutantes en los genes de las enzimas trehalasa
derivadas de la cepa vinica T73-4 URA durante la deshidratacion en estufa de conveccion a 35 °C. La
biomasa se obtuvo a partir de cultivos en fase estacionaria (48 horas de incubacion a 30 °C con agitacion)
en medio YPD. Durante el secado se tomaron muestras a diferentes tiempos con diferentes contenidos en
humedad residual y se analiz6 la produccion de CO, al inocularlas en medio YPGF (10 % de glucosay 10
% de fructosa). Panel A: capacidad fermentativa a los 160 minutos de ensayo ((mL de CO,
producidos/10” células)/minuto). Panel B: porcentaje de capacidad fermentativa retenida respecto de la
crema. Los datos corresponden a la media de tres experimentos independientes. Cepas: T73-4 URA (m),
Tnthl (w), Tathl (m), Tnthiathl (m)y Tnthinth2athl (m).

comprobar si la mayor acumulacion de trehalosa en las cepas mutantes, aunque ligera, era capaz
de aportar mayor proteccion frente a los dafios celulares producidos por la generacion de ROS
durante el secado, se determind el grado de peroxidacion lipidica a lo largo de este proceso. La
peroxidacion en las cremas obtenidas con los mutantes Tathl (Figura 3.15, barras rosas) y
Tnthlathl (Figura 3.15, barras moradas) son un 28 % y un 22 % menor que en la cepa de

referencia, respectivamente, de acuerdo con una mayor acumulacion de trehalosa en esas
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muestras (24 % en ambas cepas). A su vez, las cepas mutantes Tnthl (Figura 3.15, barras
verdes) y Tnthinth2athl (Figura 3.15, barras naranjas), que acumulan menos disacarido (28 %
y 59 % menos, respectivamente), presentan mayor nivel de peroxidacion lipidica, 19 % y 40 %
respectivamente, de un orden similar a la trehalosa acumulada. Durante el secado, a diferentes
humedades relativas, los niveles de MDA detectados son fluctuantes siendo dificil establecer
algun patrén de comportamiento con las distintas cepas analizadas. En el producto final, todas
las cepas alcanzan el mismo grado de peroxidacion (entre 19-20 pmoles MDA/mg de células)

independientemente de la cantidad de trehalosa presente en cada una de ellas.

35
30
25 |
20 | I
15

10 -

pmoles MDA/mg células

100%H 60-50%H 30%H 15%H 0%H

pmoles de MDA/mg de células

Crema Producto final
T73-4 URA 16,44 + 1,36 20,98 £ 1,24
T73nthl 19,60 £ 1,64 20,02 £ 3,52
T73athl 11,79 £ 1,48 18,11 £2,65
T73nthlathl 12,84 £ 0,42 19,41 £ 6,77
T73nthInth2athl 23,08 £ 6,23 19,37 £5,10

Figura 3.15. Niveles de peroxidacion lipidica (pmoles de MDA/ mg de células) en la cepa vinica T73-4
URA y en los mutantes trehalasa derivados, durante la deshidratacion a 35 °C en estufa de conveccion. La
biomasa se obtuvo a partir de cultivos en fase estacionaria (48 horas) en medio YPD. Durante el secado se
tomaron muestras a diferentes tiempos con diferentes contenidos en humedad residual y se cuantificaron
los niveles de MDA. En la tabla se muestran los valores numéricos de la representacion grafica superior,
obtenidos en la crema y en el producto final. Se muestran las medias obtenidas a partir de tres
experimentos independientes para cada cepa. Cepas: T73-4 URA (m), Tnthl (m), Tathl (m), Tnthlathl (m)
y Tnthinth2athl (m).

141



Estudio del papel de la trehalosa y su metabolismo

3.3. Discusion

En este capitulo se ha abordado, primero, un estudio previo de la participacion de las enzimas
trehalasa en la respuesta a estrés en cepas y condiciones de laboratorio y su efecto sobre la
movilizacién de la trehalosa en dichas condiciones. Segundo, la aplicacion en cepas industriales
de los conocimientos extraidos del primer estudio con el fin de mejorar la resistencia a la
deshidratacion. El uso de cepas de levadura de laboratorio conlleva una serie de ventajas que
facilitan el estudio de posibles estrategias aplicables a levaduras industriales. Algunas de sus
caracteristicas, como su haploidia y la presencia de auxotrofias, contribuyen a la relativa
sencillez para realizar modificaciones genéticas en ellas frente a las cepas industriales que son
diploides o aneuploides (incluso poliploides) y ademas prototrofas. Por otro lado, el grueso de la
investigacion en levaduras esta realizado con cepas y condiciones de laboratorio, de forma que
el uso de sistemas similares facilita la comparacion y compresion de los resultados para
posteriormente aplicarlos a cepas y condiciones industriales. Como se describe en el apartado
3.1, aunque se han analizado varias condiciones de estrés se ha hecho hincapié en el estrés por
NaCl 1.2 M porque genera una secuencia de sucesos entre los que se encuentra la deshidratacion
celular. La elevada concentracion de sales en el medio externo genera la salida masiva de agua
del interior celular causando una rapida reduccion del volumen, pérdida de la presion de turgor
y la detencion del crecimiento (Blomberg, 2000), eventos similares a los generados por la

evaporacion de las moléculas de agua durante el secado con aire caliente.

Por primera vez, estos experimentos desarrollados con cepas de laboratorio demuestran que no
solo la expresion del gen NTH1 y su actividad asociada se inducen en condiciones de estrés sino
también la expresion del gen ATHI y la actividad trehalasa acida. Ademads, la induccion de
ATH] durante el estrés salino es dependiente de una via HOG funcional reforzando la hipotesis
de su implicacion en la respuesta a estrés. Las diferencias en la expresion génica y en los
patrones de actividades trehalasa corroboran la existencia de una regulacion diferencial entre
estas dos enzimas y, en el caso de Nthlp, dependiente de las condiciones de estrés. Como ha
sido descrito previamente por otros autores, la induccion de la expresion génica y de la actividad
enzimatica de Nthlp varia en funcion del estrés aplicado, indicando diferentes vias de
regulacion transcripcional y postraduccional. De forma similar a otros estreses (Nwaka et al.,
1995a; Zahringer et al., 1997, 1998 y 2000), la presencia de sorbitol produce una rapida
induccion (durante la primera hora de estrés) de la expresion del gen NTHI. Esta induccion
temprana es bastante comun entre los genes regulados por la ruta general de respuesta a estrés
(Estruch, 2000). En condiciones de ausencia de glucosa, de nuevo la expresion de NTHI se
induce en incubaciones cortas (8 horas) en medio YP sin glucosa y tras 24 horas en medio YPD

de acuerdo con la respuesta génica rapida descrita en condiciones de agotamiento de la fuente
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de carbono (Parrou et al., 1999; Frangois y Parrou, 2001). En ambos casos esta induccion
concuerda con la activacion transcripcional mediada por los factores transcripcionales
Msn2p/Msndp y su interaccion con secuencias STRE, de las cuales el gen NTH! posee tres en
su promotor (Zahringer et al., 2000). Pero en ambas condiciones, la actividad trehalasa neutra
no coincide con la expresion de su gen, posiblemente debido a la regulacion postraduccional por
fosforilacion a la que esta sometida esta enzima (Jorge et al., 1997; Nwaka y Holzer, 1998). Por
ejemplo, la transferencia de células creciendo en YPD a un medio sin glucosa (YP) conlleva la
inactivacion de la PKA, responsable de la fosforilacion de Nthlp, y por tanto la disminucion de
la actividad trehalasa neutra. En otras situaciones como el estrés salino realizado en este trabajo,
el aumento en la expresion génica coincide con el aumento de actividad trehalasa neutra. Este
comportamiento en el que el incremento en la actividad Nthlp es debido a la sintesis de
proteinas de novo también ha sido descrito para otras situaciones de estrés causadas por
elevadas temperaturas, la adicién de H,O, y la presencia de CuSO4 o NaAsO, (Nwaka et al.,
1995b; Zahringer et al., 1997). En cambio, Athlp presenta el mismo comportamiento en todos
los casos de estrés analizados. La actividad trehalasa acida aumenta siguiendo un patrén similar
a la transcripcion del gen ATHI, es decir que la aparicion de la actividad Athlp se debe a la
sintesis de novo de la proteina y no a una regulacion postraduccional, como ya fue demostrado
para el crecimiento en glucosa (San Miguel y Argiielles, 1994). A diferencia de la induccién de
la expresion del gen NTHI, los niveles de transcrito del gen ATHI aumentan en situaciones
prolongadas de estrés. Esta diferencia en el patron de induccién, junto con la ausencia de
secuencias STRE en el promotor de ATHI, refuerzan la idea de que los genes NTHI y ATHI
presentan una regulacion diferencial en la respuesta frente a estrés. Se ha detectado que en
condiciones de estrés salino severo (1,4 M), existe una respuesta retardada en el tiempo
dependiente de Hoglp y esto produce una induccién tardia y prolongada de genes controlados
por esta ruta (entre las 4 y las 48 horas) (Van Wuytswinkel et al., 2000), de forma similar al
patrén de expresion observado para el gen ATHI en este trabajo. En cambio, para el gen NTH],
la induccion temprana en respuesta a estrés salino severo podria ser dependiente de la ruta de
respuesta general a estrés, mientras que su mantenimiento durante periodos prolongados podria
estar asociado a la respuesta retardada via Hoglp coincidiendo con los cambios de expresion en
el mutante hogl detectados en este estudio. Esta regulacion de NTHI en respuesta a estrés
salino estd de acuerdo con la reduccion parcial de la induccion de este gen en condiciones de
estrés osmotico por sorbitol detectada en nuestro laboratorio (Pérez-Torrado, comunicacion
personal) y podria explicar por qué aunque se habia propuesto la regulacion de este gen por esta
via (Zahringer et al., 2000) estos datos no habian sido confirmados por otros autores (Rep et al.,

2000).
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Al igual que ocurre en otros estreses (Parrou et al., 1997; Gonzéalez-Hernandez et al., 2005),
Saccharomyces cerevisiae acumula trehalosa durante la respuesta a estrés salino. Esta
acumulacion concuerda con mayores niveles de mRNA de los genes de la subunidades
formadoras del complejo trehalosa sintasa tras la exposicion de las células a NaCl (Winderickx
et al., 1996; Posas et al., 2000), asi como con la acumulacion de la subunidad Tpslp (Parrou et
al., 1997). Las cuantificaciones realizadas en este trabajo de los niveles de trehalosa durante este
estrés en las diferentes cepas mutantes muestra que tanto Nthlp como Athlp participan en la
movilizacion de la trehalosa intracelular, corroborando que durante las condiciones de estrés se
produce un importante reciclaje de este metabolito (Hottiger e al., 1987b; Blomberg, 2000).
Inicialmente se ha considerado la hidrdlisis de la trehalosa extracelular como la funcion
principal de la trehalasa acida, basandose en la incapacidad del mutante athl para crecer en
medio con trehalosa como unica fuente de carbono (Nwaka et al., 1996). Los niveles de
trehalosa presentados por la cepa athl en las condiciones control de este trabajo correlacionan la
ausencia de la actividad Athlp con una elevada acumulacion de este disacarido. Esta nueva
funcion de Athlp en la degradacion de la trehalosa intracelular no esta vinculada solamente a
condiciones de estrés salino severo sino también a la fase estacionaria del crecimiento en YPD y
a la recuperacion una vez desaparece el estrés como indica la movilizacion de este metabolito en
la cepa mutante nthl. Aunque esta posibilidad nunca habia sido totalmente descartada, solo
existian evidencias indirectas como el crecimiento pobre en glicerol del mutante athl y su
acentuacion en el doble mutante (Nwaka et al., 1995b) que apuntaban a la participacion de esta
enzima en la degradacion de trehalosa intracelular como aporte de energia adicional en

condiciones donde el aporte energético de la fuente de carbono es bajo.

Un resultado inesperado fue la movilizacién de la trehalosa por parte del doble mutante
nthlathl, que carece de las dos enzimas con actividad trehalasa descritas hasta la fecha,
indicando la existencia de otras vias de eliminacion de este metabolito. Una posibilidad era que
el producto del gen NTH2, descrito por su elevada similitud con NTH!, fuera capaz de degradar
la trehalosa en nuestras condiciones aunque previamente no se le hubiera asociado efecto alguno
(Nwaka et al., 1995b). En este estudio, la eliminacion del gen NTH2 en la cepa nthlathl
impidi6 en gran medida la movilizacion de la trehalosa durante la recuperacion tras estrés
salino, mostrando una funciéon no descrita anteriormente para este gen. Sin embargo, la
presencia de cierta movilizacion en los primeros minutos de recuperacion en el triple mutante
nthinth2athl y también en el cuddruple mutante nthinth2athlagt] indican que existen otros
mecanismos implicados aun por identificar. La incapacidad para detectar la actividad trehalasa
de la enzima Nth2p podria deberse al desconocimiento de sus requerimientos, lo que ha
imposibilitado el disefio de un protocolo adecuado para su determinacion. En algunos estudios

realizados con mutantes nthl, asi como en el presente trabajo, se detecta cierta actividad
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trehalasa neutra residual que podria estar relacionada con Nth2p (Shima et al., 1999; Gimeno-
Alcaniz, 2000; Pedrefio et al., 2002). La participacion de Nth2p solo ha sido evidente durante la
recuperacion del crecimiento tras estreses severos como temperaturas muy elevadas (50 °C-53
°C) durante incubaciones prolongadas (Nwaka et al., 1995a y b) o en cepas deficientes en las
actividades trehalasa principales (en este trabajo; Shima et al., 1999), es decir en situaciones
donde el crecimiento celular puede estar seriamente comprometido. Recientemente, se ha
identificado a NTH2 como un gen diana del factor transcripcional Crtlp, implicado en la
respuesta frente a dafio en el DNA. En presencia de dafio Crtlp es hiperfosforilado y esta forma
es incapaz de unirse al DNA, permitiendo asi la transcripcion de los genes regulados
negativamente por él (Zaim et al., 2005). La presencia del gen NTH2 duplicado a partir de
NTHI, podria tener como fin asegurar la existencia de una actividad trehalasa capaz de
movilizar la trehalosa y permitir el reajuste del metabolismo central de la levadura en
condiciones de dafio en el DNA, que podria suponer que las actividades trehalasa principales no

fueran funcionales o no fueran suficientes para llevar a cabo esta funcion.

Como se pone de manifiesto en este estudio, la delecion del gen ATHI mejora la recuperacion
del crecimiento una vez se elimina el estrés salino, principalmente en incubaciones cortas. Las
cepas mutantes athl y nthlathl crecen mas rapido y alcanzan densidades celulares mayores que
la cepa control y el mutante nthl. Comportamientos similares fueron observados por Kim y
colaboradores (1996) en medio rico, donde ademas esta delecion confirid resistencia a la
deshidratacion, a la congelacion y a elevadas concentraciones de etanol. Estas mejoras fueron
atribuidas a una mayor acumulacion de trehalosa por parte de estos mutantes. En cambio, en
nuestras condiciones la mejora observada no puede atribuirse solo a una mayor acumulacion de
disacarido ya que el mutante simple nthl parte de unos niveles de trehalosa similares al mutante
athl pero no presenta mejora en el crecimiento. Cabe puntualizar que las cepas utilizadas en
este trabajo, a diferencia de las obtenidas por Kim y colaboradores (1996), se han construido
mediante el sistema de delecion con casete KanMX4 y su posterior eliminacion (Guldener et al.,
1996), evitando efectos no deseados debidos a posibles diferencias en las auxotrofias entre las
cepas mutantes y la cepa de referencia (Chopra et al., 1999). Como indica el fenotipo de
recuperacion pobre tras estrés salino presentado por el triple mutante nthinth2athl, que es
incapaz de movilizar la trehalosa, la degradacion de este metabolito una vez desaparece el estrés
es fundamental para el crecimiento. Su capacidad de interaccionar con membranas y proteinas
no solo protege sino que también puede estar bloqueando actividades enzimaticas (Sebollela et
al., 2004) o impidiendo el acceso de las carabinas moleculares a proteinas parcialmente
desnaturalizadas y/o agregadas (Singer y Lindquist, 1998a). El fenotipo del mutante
nthinth2athl también puede estar asociado y de forma no excluyente, al modelo tedrico de

“muerte acelerada por sustrato” basado en el propio disefio de la glicolisis (Blomberg, 2000).
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Las células sometidas a estrés salino, rdpidamente se deshidratan y se frena su crecimiento, que
es reanudado después de un periodo de adaptacion. Esta detencion del crecimiento va
acompafada de una disminucion en la sintesis de macromoléculas y por tanto de la demanda de
ATP. Este modelo propone que el exceso de ATP facilitaria la fosforilacion e incorporacion
rapida y masiva de glucosa estimulando las reacciones iniciales de la via glicolitica,
produciendo la acumulacién de intermediarios fosforilados y el agotamiento del fosfato libre, lo
que desencadenaria la muerte celular. El mantenimiento de un ciclo futil de sintesis y
degradacion de trehalosa mantendria esta demanda evitando la acumulacion de ATP.
Posiblemente, el fenotipo causado por la delecion del gen ATHI es un compendio de varios

factores relacionados con las diversas funciones de la trehalosa y su metabolismo.

A la vista de los resultados obtenidos, el comportamiento de las cepas mutantes construidas en
este trabajo podria explicarse en funcion de la trehalosa acumulada, su compartimentalizacion y
otros mecanismos de movilizacion no descritos. La acumulacion de grandes cantidades de
trehalosa durante el estrés en el mutante athl actuaria protegiendo a la célula y una vez
recuperadas las condiciones Optimas, la elevada actividad Nthlp presente movilizaria
rapidamente este metabolito permitiendo una rapida reanudacion del crecimiento, ya sea por la
eliminacion directa del bloqueo producido por la trehalosa y/o por el aporte de glucosa en los
estadios iniciales de la inoculacién en medio fresco, ayudando en la adaptacion metabolica a las
nuevas condiciones (Novo et al., 2003; Jung y Park, 2005). En el doble mutante nthlathl,
donde no hay actividad trehalasa neutra Nth1p capaz de movilizar esta trehalosa, gran parte del
disacarido podria entrar en la vacuola para ser degradado por Athlp pero al no estar presente
esta actividad podria quedar secuestrado en su interior siendo una forma de eliminar parte de
este metabolito del citoplasma mientras el resto es degradado por Nth2p. En cambio, en el
mutante nthl aunque se acumule una elevada cantidad de trehalosa, no es movilizada
eficientemente, la actividad trehalasa acida es baja y aunque podria acumularse en la vacuola
(como en el doble mutante) las diferencias en la movilizacion del disacarido indican que Nth2p
no estd actuando al menos al mismo nivel que en la cepa nthlathl. Los analisis realizados por
Nwaka y colaboradores (1995a) con el mutante nth2 mostraron que en esa cepa los niveles de
actividad trehalasa neutra eran similares a los de la cepa control pero la actividad trehalasa acida
aumentaba al doble. Estos resultados, junto con los comportamientos observados para las cepas
mutantes en nuestro estudio, apuntan a la posible existencia de una interregulacion entre Nth2p
y Athlp, de forma que la delecion del gen ATHI podria causar la activacion de Nth2p. La
existencia de regulaciones cruzadas entre las enzimas trehalasa ha sido observada de forma
indirecta tanto en este trabajo en cepa de laboratorio y en la cepa industrial T73, como en otros
estudios (Shima et al., 1999; Gimeno-Alcaiiz, 2000; Pedrefio et al., 2002). La ausencia de

diferencias entre las cepas en incubaciones prolongadas en presencia de NaCl 1,2 M y en las
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otras condiciones de estrés ensayadas (presencia de sorbitol y ayuno de glucosa) indican que el
comportamiento de estos mutantes esta fuertemente influido por el tipo de estrés, el contenido
en trehalosa, los niveles de actividades trehalasa e incluso por la presencia de otros factores

relacionados con la adaptacion a estrés y la fase de crecimiento (Lewis ef al., 1997).

Numerosos estudios relacionan la acumulacion de trehalosa con una mayor resistencia a la
deshidratacion (Hottiger ef al., 1987a; Cerrutti et al., 2000; Eleutherio ef al., 1997; Shima et al.,
1999) aunque no sea indispensable su presencia para adquirir cierta tolerancia en determinados
estadios del crecimiento (Ratnakumar y Tunnacliffe, 2006). Ademas de propiciar el aumento de
la concentracion de trehalosa en las cepas vinicas de forma natural durante la obtencion de la
biomasa, que es una practica habitual en la industria, la aplicaciéon de modificaciones genéticas
puede ser un buen sistema de obtencion de cepas sobreacumuladoras de trehalosa. El aumento
en la tolerancia a estrés presentado por las cepas de laboratorio deficientes en Athlp junto con
los elevados niveles de actividad trehalasa 4cida en la cepa vinica T73 indicaban que la
estrategia de la eliminacion de las actividades trehalasa por delecion de sus genes
correspondientes podia ser util como una forma de mejorar la resistencia a la deshidratacion en
cepas vinicas. Estrategias similares han sido aplicadas en levaduras panaderas con resultados

satisfactorios (Shima et al., 1999).

Los comportamientos mostrados por los mutantes generados en la cepa vinica T73 no fueron
exactamente iguales a los observados en las cepas de laboratorio. La eliminacién de las
actividades trehalasa Nth1p y Athlp en la cepa T73 no produjo incrementos en la acumulacion
de trehalosa tan llamativos. Las variaciones entre los andlisis en cepas industriales y de
laboratorio suelen ser frecuentes por las diferencias genéticas que existen entre ambas (Querol
et al., 2003; Hirasawa et al., 2006). Mientras que en las cepas de laboratorio y en otros estudios
publicados (Shima et al., 1999; Gimeno-Alcaiiiz, 2000; Pedrefio et al., 2002) la eliminacion de
la actividad trehalasa Nth1p conlleva una importante acumulacion de trehalosa, no es asi en este
estudio. Esta diversidad en los resultados concuerda con que la acumulacion y degradacion de
trehalosa asi como la predominancia de una actividad hidrolasa sobre la otra dependen de
multiples factores entre los que se encuentran el fondo genético (Gonzalez-Hernandez et al.,
2005), la etapa del crecimiento (San Miguel y Argiielles, 1994) y la disponibilidad de nutrientes
(Lillie y Pringle, 1980; Novo et al., 2004), haciendo a estas modificaciones dependientes de la
cepa utilizada y de las condiciones de crecimiento empleadas. La cepa vinica T73 ya posee de
partida una elevada concentracion de trehalosa en comparacion con la cepa de laboratorio
MCY 1264 y, teniendo en cuenta el efecto negativo sobre el crecimiento que puede ejercer una
elevada cantidad de trehalosa en el citoplasma (Nwaka et al., 1995a; Singer y Lindquist, 1998a

y b), no es de extrafar que aunque los niveles de actividad trehalasa acida detectados en T73 son
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muy elevados, la delecion del gen ATHI solo produzca un ligero incremento en los niveles de
este disacarido. Este limite en la acumulacion de trehalosa y su posible relacion con un efecto
nocivo se apoya también en los numerosos intentos realizados en nuestro laboratorio por
incrementar los niveles de este metabolito en la cepa T73, por ejemplo mediante la
sobreexpresion de los genes de sintesis con plasmidos multicopia que se pierden durante el
crecimiento y solo producen incrementos de trehalosa ligeros y transitorios (Gimeno-Alcafliz,

2000).

La necesidad de un sistema funcional de degradacion de trehalosa en esta cepa se pone de
manifiesto de forma destacada en el triple mutante Tnthinth2athl que posee menor capacidad
fermentativa en células frescas y la pierde mas rapidamente durante el secado. Ademas, la
eliminacion de las actividades trehalasa no solo afecta a la degradacion de la trehalosa sino que
produce un desajuste en todo su metabolismo como indican los bajos niveles del disacarido
acumulados por este mutante. La presencia de actividad trehalasa cobra mayor importancia en la
deshidratacion. Cuando las células son rehidratadas necesitan movilizar rapidamente la
trehalosa y, al contrario que ocurria en las cepas de laboratorio, la presencia de Nth2p no es
suficiente, asi el doble mutante Trnthlathl que alcanza una concentracion de trehalosa similar al

mutante Tathl, no presenta una mayor produccion de CO,.

La capacidad de la trehalosa para interaccionar con los residuos polares de fosfolipidos y
proteinas, junto con la propiedad de formar cristales estables durante la deshidratacion, hace a
este metabolito un buen candidato para actuar como molécula protectora frente al ataque de las
ROS a los componentes celulares (Benaroud; et al., 2001; Franga et al., 2007). De acuerdo con
la funcion protectora de la trehalosa frente a la peroxidacion lipidica, propuesta por Herdeiro y
colaboradores (2006), los niveles de MDA en las cremas fueron menores en los mutantes Tathl
y Tnthlathl, que son las cepas que acumulan mas trehalosa. En estudios previos se ha mostrado
que la adicion externa de trehalosa (10 %) reduce la peroxidacion de los lipidos en células
deshidratadas (Pereira et al., 2003). En cambio, en este trabajo las diferencias observadas en las
cremas desaparecen en el producto totalmente deshidratado que presenta mayor nivel de
peroxidacion en todas las cepas, indicando que el incremento de trehalosa obtenido es capaz de
proteger frente a la oxidacion durante el crecimiento normal de las células pero no es suficiente

para hacer frente a un proceso de estrés severo como es el secado.

En resumen, la deshidratacion comienza a producir dafios importantes en la levadura cuando su
humedad residual estd por debajo del 10 % y estos se ven reflejados en la reduccion de la
capacidad fermentativa al 60 %. La delecion del gen ATHI en la cepa vinica T73 permite que
las células con menos de un 10 % de humedad residual retengan un poder fermentativo similar

al de las células frescas, coincidiendo con una mayor acumulacion de trehalosa. Esta trehalosa
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puede actuar protegiendo a los componentes celulares, como apuntan los niveles bajos de
peroxidacion lipidica presentados por el mutante Tathl, pero a su vez es movilizada
permitiendo a las células recuperar adecuadamente su metabolismo normal. Como muy
acertadamente describieron Singer y Lindquist (1998b), la trehalosa tiene un Ying y un Yang,
dos caras opuestas pero inseparables, la acumulacion de este metabolito es beneficioso siempre
que su movilizacion sea posible. Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que otra
estrategia interesante para obtener cepas vinicas sobreeacumuladoras de trehalosa con
propiedades tecnologicas adecuadas es la sobreexpresion de los genes de sintesis manteniendo
el sistema de degradacion intacto. Como se ha mencionado anteriormente, este aspecto ya ha
sido abordado en nuestro laboratorio mediante plasmidos multicopia (Gimeno-Alcaiiz, 2000).
El ligero éxito obtenido nos ha llevado a plantearnos otras formas de realizar esta estrategia, que

se estan desarrollando actualmente en nuestro grupo de investigacion.
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Conclusiones generales

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

Los protocolos de cultivo y deshidratacion aplicados en la obtencion de LSA tienen una
incidencia importante en las propiedades tecnoldgicas de la levadura, afectando por
tanto a los resultados de los analisis bioquimicos y fisiologicos realizados en el presente
trabajo, aunque sin invalidar el uso de las aproximaciones a escala de laboratorio como

herramienta inicial para abordar los puntos criticos del proceso industrial.

A pesar de la evidente adversidad de las condiciones de deshidratacion y de su efecto en
la capacidad fermentativa de las levaduras vinicas, los analisis de expresion génica
durante el proceso no muestran grandes respuestas a nivel transcripcional,
probablemente debido al estado fisiologico en el que se encuentra la biomasa de partida,
ya que el método industrial de propagacion de la biomasa promueve que la célula de

levadura tenga activos sus mecanismos de proteccion y respuesta a estrés.

La respuesta a estrés oxidativo se perfila como la mas relevante durante el proceso de
deshidratacion, como sugieren los parametros bioquimicos de estado redox y dafio
oxidativo analizados en este estudio preliminar y en concordancia con lo observado

previamente en nuestro laboratorio durante la fase de propagacion de la biomasa.

Durante la deshidratacion de las levaduras vinicas, asi como durante la respuesta a
estrés salino severo en cepas de laboratorio, la trehalasa acida Athlp participa en la
movilizacidén de trehalosa intracelular. Dicha actividad, junto con la trehalasa neutra
Nthlp y la trehalasa Nth2p, constituyen una maquinaria de actividades degradativas de
trehalosa altamente regulada que compatibiliza el importante papel de la acumulacion
de este disacarido en la proteccion frente a estrés con su rapida eliminacion para una

adecuada recuperacion del crecimiento.

La elevada concentracion de trehalosa y la disponibilidad de la actividad trehalasa
neutra de Nthlp hacen que cepas de levadura vinica genéticamente manipuladas
carentes del gen de la actividad trehalasa acida (4TH/!) resistan mejor las condiciones
adversas del proceso de deshidratacion, pudiendo obtenerse LSA con mayor capacidad
fermentativa que la cepa silvestre. Estas propiedades de elevada concentracion de
trehalosa y capacidad de movilizacion podrian conseguirse también, e incluso

mejorarse, mediante la sobreexpresion de los genes del complejo trehalosa sintasa.
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