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1.- Las levaduras en la

produccion de vino

La produccién de vino es un proceso que se ha realizado desde la
antigiiedad. Evidencias arqueoldgicas situan el origen de la produccién del
vino al sur del Caucaso, alrededor del 7000 a.C. Posteriormente, existen
referencias de la produccion de vino en numerosas culturas, como la egipcia
y la fenicia, siendo la época mas importante para su expansion la
correspondiente a las civilizaciones griegas y romanas, donde alcanza
numerosos lugares del mundo antiguo, incluida Espafia. A partir de ese
momento, aumentd considerablemente el desarrollo de estrategias
vitivinicolas, y actualmente la cultura del vino tiene una gran importancia
socioeconomica.

Tradicionalmente el hombre utilizaba de manera inconsciente la
levadura en las fermentaciones, pero no fue hasta 1856 cuando Louis

Pasteur demostrd que el microorganismo responsable de la conversion del



azucar en etanol y diéxido de carbono en los procesos de fermentacion es la

levadura Saccharomyces cerevisiae (Debré, 1998; Jackson, 2000).

1.1- Levaduras responsables de la produccion de vino

En la fermentacion vinica, los azucares y otros componentes del
mosto de uva son transformados en etanol, diéxido de carbono y otros
compuestos que contribuyen a la composicion final del vino, como acetato,
glicerol y multitud de moléculas organicas que contribuyen al aroma. Se trata
de un proceso microbiolégico complejo que implica interacciones entre
levaduras, bacterias y hongos filamentosos. Entre estos organismos, las
levaduras desempefian un papel central. Se conocen miles de especies de
levadura, pero las levaduras vinicas estan representadas solamente por una
quincena de ellas (Benda, 1982; Pretorius, 2000; Ribéreau-Gayon ef al,
2006).

1.1.1- La microbiota en la uva, en la bodega y en el mosto

Las especies de levadura que se encuentran en el mosto de forma
natural pertenecen mayoritariamente a los géneros Kluyveromyces,
Hanseniospora, Pichia, Candida y Breftanomyces (Pretorius, 2000;
Ribéreau-Gayon ef al, 2006). En los ambientes de las bodegas y en la
magquinaria empleada para la produccion del vino, se pueden encontrar de
manera minoritaria levaduras del género Saccharomyces'y diversas bacterias
y hongos filamentosos (Orlic ef al, 2010; De Vuyst ef al, 2005). Como
consecuencia de esta gran diversidad de microorganismos presentes al inicio
de las vinificaciones espontaneas o tradicionales, en las que no se realiza
inoculacién externa, se produce una contribucion muy variable de los mismos
durante los primeros dias de fermentacion, la cual contribuye de manera
importante a la heterogeneidad de las propiedades organolépticas del

producto final. La composicion y proporcion de la microbiota inicial depende



de multitud de factores ambientales y ecoldgicos que varian dependiendo de
la localizaciéon y de la anada. A medida que avanza la fermentacion, se
produce una competicion por los nutrientes (Zott ef al., 2008) y las especies
de género Saccharomyces, minoritarias al comienzo de la vinificaciéon, se
imponen por su mayor tolerancia a etanol, a las condiciones de anaerobiosis
y a las elevadas concentraciones de sulfito (usado como antiséptico y
antioxidante) y azucares. La especie S. cerevisiae termina siendo la levadura
predominante y es considerada como la principal responsable de la
fermentacion (Pretorius, 2000; Ribéreau-Gayon ef al., 2006).

La practica tradicional consistente en la realizacion de vinificaciones
espontaneas que se ha llevado a cabo durante siglos, ocasiona numerosos
problemas en la industria vinica debido a la escasa reproducibilidad del
proceso y del producto final, (Boulton ef al., 1996; Valero ef al., 2007). Por
ello, el aislamiento y la seleccidén de cepas vinicas naturales ha facilitado que
la industria vinicola moderna haya optado por la inoculacion de levaduras
vinicas exdgenas (con caracteristicas enoldgicas optimas), lo cual fomenta la
imposicidon de la cepa seleccionada y el completo consumo de los azucares
del mosto, evita las paradas de fermentacion y aporta un importante grado de
reproducibilidad a lo largo de las diferentes campanas (Fleet, 1993). En la
actualidad, la identificacion por técnicas moleculares de cepas autéctonas
adaptadas a cada regién esta facilitando su aislamiento y seleccién, de
manera que las bodegas pueden utilizar la cepa de levadura mas adecuada
para cada vinificacion con el fin de obtener un vino con las caracteristicas
organolépticas deseadas (Fernandez-Espinar ef a/, 2001; Kurtzman ef al,
2006). Sin embargo, se ha sugerido que la utilizacién de in6culos también
podria presentar inconvenientes, ya que la microflora natural interviene al
inicio de la fermentacién en las transformaciones bioquimicas del mosto
generando vino de mayor complejidad organoléptica. Aunque diversos
trabajos demuestran que aunque la cepa inoculada se impone rapidamente,
no elimina completamente otras cepas en los primeros dias de fermentacion,
con lo que esas transformaciones deseables para la riqueza organoléptica de

los vinos podrian también tener lugar (Querol ef al., 1992; Fugelsang, 1996).



1.1.2- Caracteristicas genéticas de las levaduras vinicas

Las cepas vinicas de S. cerevisiae aisladas de los ambientes de las
bodegas difieren de manera importante de las cepas utilizadas
cotidianamente en le laboratorio, sobre todo desde el punto de vista genético
(Landry et al, 2006). Las cepas de laboratorio han sido seleccionadas o
manipuladas con el fin de que presenten auxotrofias para algunos
aminoacidos o bases nitrogenadas, mientras que las cepas vinicas son
protétrofas y por ello no tienen requerimientos nutricionales importantes. Esto
plantea una importante diferencia en cuanto a las posibilidades de
manipulacion genética, ya que en las cepas vinicas se debe recurrir al uso de
genes de resistencia a antibiéticos, como la cicloheximida o la geneticina
como marcadores de seleccidén, o a crear auxotrofias para cada cepa de
interés (del Pozo ef al, 1991; Hadfield ef a/, 1990; Ramén y Gonzalez,
2011). Otra gran diferencia se encuentra en la dotacidén genética, mientras las
cepas de laboratorio son haploides o diploides y presentan longitudes
cromosOmicas definidas, las cepas vinicas comerciales, aunque son
mayoritariamente diploides (Bradbury ef a/., 2006), en muchos casos pueden
ser poliploides o incluso aneuploides (Bakalinsky y Snow, 1990; Codon ef a/,
1995), y muestran un elevado polimorfismo en la longitud cromosomica
(Rachidi ef al., 1999), lo que determina una alta variabilidad en la capacidad
de esporulacién y en la viabilidad de las esporas. Esta diferencia también
condiciona las posibilidades de manipulacion genética de estas levaduras, ya
que para conseguir una delecion génica es necesario realizar al menos dos
procesos de disrupcion, lo cual también se complica debido a su prototrofia.
La ploidia podria proporcionar a estas levaduras ciertas ventajas de
adaptacién a entornos variables o podria constituir una forma de aumentar la
dosis de algunos genes importantes para la fermentacién (Bakalinsky vy
Snow, 1990; Salmon, 1990). Finalmente, las levaduras vinicas son
mayoritariamente homotalicas (HO) por lo que, después de un proceso de
esporulacion, las células derivadas pueden cambiar de sexo, conjugar con

otra célula de tipo sexual opuesto, y formar una célula diploide y homocigota
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para todos los genes excepto para el locus MAT (Bakalinsky y Snow, 1990;
Thorton y Eschenbruch, 1976). Sin embargo, las levaduras de laboratorio son
heterotalicas (h0), por lo que mantienen el tipo sexual y permanecen en

estado haploide hasta que encuentran una célula de tipo sexual contrario.

1.2- Etapas del proceso de produccion de vino y condiciones

de estrés asociadas a las mismas

1.2.1- Etapas de la vinificacién

El proceso de vinificacién consta de multiples etapas, tal y como se

refleja en la Figura I.1.
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Figura 1.1. Esquema representativo de las etapas que componen la produccién de vino tinto.

Se inicia con la obtencién del mosto mediante el prensado mecanico

de la uva, previamente separada de los restos vegetales que componen el



racimo. Posteriormente, el mosto es introducido en grandes tanques de
fermentacion junto con un inéculo formado por levaduras iniciadoras,
generalmente en forma de levadura seca activa (LSA). La produccién
industrial de biomasa de dichas levaduras se considera parte importante del
proceso de produccién de vino, ya que condiciona el estado fisioldgico con
que las células entran en contacto con el mosto. En esta etapa previa, las
levaduras se obtienen mediante el crecimiento en condiciones 6ptimas para
la obtencién de una gran cantidad de biomasa, que consiste en la utilizacion
de melazas enriquecidas con requerimientos nutricionales, como fuentes de
nitrégeno, sales de fésforo y magnesio y diversas vitaminas, e induciendo un
metabolismo respiratorio que se consigue mediante un cultivo de tipo fed-
batch.

Posteriormente a la obtencion de biomasa, las levaduras son
sometidas a un proceso de deshidratacion para su comercializacién en forma
de LSA. En la bodega, previamente al in6culo en el mosto, la LSA se somete
a un proceso de rehidratacion durante aproximadamente media hora a 37 °C
en una solucién de agua con glucosa al 5-10% (p/v) y posteriormente se
adiciona directamente al tanque de fermentacion a una concentracion
aproximada de 108 células/mL.

Una vez en el tanque, el proceso fermentativo comienza rapidamente
y, tras un corto periodo de latencia, se inicia el crecimiento tipico de
Saccharomyces en las fermentaciones vinicas. Como se representa en la
Figura 1.2, dicho crecimiento consta de tres etapas (Lafon-Lafourcade, 1982;
Ribéreau-Gayon ef al, 2006). La primera es una fase de crecimiento
exponencial limitado que dura entre 2 y 5 dias, donde se produce un
crecimiento de entre 4 y 7 generaciones, llegando a una densidad de 107-108
células/mL. En esta fase, la velocidad de fermentacién es maxima y se
produce el consumo de aproximadamente la mitad de los azucares presentes
en el mosto (Ribéreau-Gayon ef a/,, 2006). A continuacion, el cultivo entra en
una fase quasi-estacionaria que puede constituir hasta el 80% de la duracién
total de la fermentacion y durante la cual no se produce un aumento en el

numero de células en la poblacién, pero la velocidad de fermentaciéon sigue



alta debido a que las células estan metabolicamente activas, y por ello sigue
acumulandose etanol, que alcanza concentraciones muy altas (en torno a
110-140 g/L). Asi, la parada en el crecimiento no se produce por el
agotamiento de fuente de carbono sino por la ausencia de otro tipo de
nutrientes, particularmente de fuente de nitrégeno, por lo que no podemos
asimilar completamente esta fase a la fase estacionaria canoénica obtenida en
medios de cultivo de laboratorio, donde se ha consumido toda la glucosa vy,

tras el cambio diauxico, también el etanol producido durante la fermentacion.
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Figura 1.2. Curva de crecimiento y consumo de azlicares de S. cerevisiae durante la
fermentacién vinica. (I) Células totales. (Il) Células viables. (lll) Azicares consumidos. Adaptado
de Lafon-Lafourcade (1982).

Finalmente, el cultivo entra en una fase de muerte cuya duracion
puede ser muy variable, desde dias a semanas. Esta fase puede comenzar
cuando todavia quedan en el medio azucares que siguen siendo consumidos
por las células que permanecen viables en estado estacionario (Ribéreau-
Gayon et al, 2006), y se produce como consecuencia de las condiciones
adversas a las que se enfrentan, como las altas concentraciones de etanol.
Otros autores afirman que solo hay fase de muerte celular cuando se agotan

los azucares (Boulton ef a/, 1996). Datos obtenidos en nuestro laboratorio



indican que se pueden observar ambos comportamientos, dependiendo de
las condiciones y cepas utilizadas (Cardona ef al., 2007; Puig y Pérez-Ortin,
2000). A pesar de que el proceso de fermentacion alcohdlica es la fase mejor
estudiada del proceso de elaboracion del vino, todavia hay fendmenos cuya
regulacion esta poco caracterizada, como las fase estacionaria y de muerte
celular. La lisis posterior a la muerte de las células tiene también un papel
esencial en ciertos procesos post-fermentativos, que se mencionan a
continuacion.

Una vez terminada la fermentacion, se eliminan las levaduras y
demas residuos solidos por prensado. En la produccién de la mayoria de
vinos tintos de calidad se produce una fermentacién malolactica, llevada a
cabo por bacterias lacticas, principalmente Oenococcus oeni (Alexandre ef
al., 2004). En esta segunda fermentacion se produce la descarboxilacion del
acido mdlico a &cido lactico, lo que disminuye la acidez del vino, mejorando
su sabor y su aroma. La interaccion entre las levaduras y las bacterias
lacticas es compleja. La lisis celular que acompafia a la muerte de las
levaduras tras las fermentacién alcohdlica puede tener un efecto positivo o
negativo segun las condiciones, ya que se ha descrito que la liberacion de
ciertos compuestos, principalmente acidos grasos de cadena corta, inhibe el
crecimiento bacteriano, mientras que el efecto positivo es debido
principalmente a la liberacién de compuestos nitrogenados que promueven el
crecimiento bacteriano. La lisis de las levaduras y posterior liberacion de
nutrientes también puede favorecer el crecimiento de levaduras alterantes del
vino, como por ejemplo Bretanomyces (Fleet, 2003).

En ciertos vinos tradicionales, como los de Borgofia, se recurre al
envejecimiento del vino en barril en presencia de las levaduras muertas
(lamadas lias) durante 3 a 6 meses (Jackson, 2000). En esta maduracion
sobre lias (sur lies), la lisis de las levaduras mejora las caracteristicas
organolépticas del producto y las manoproteinas liberadas de la pared celular
contribuyen a estabilizar el producto final.

En los vinos espumosos se produce una segunda fermentacion

llevada a cabo también por levaduras. En la elaboraciéon de cava, una vez
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finalizada la primera fermentacion, se procede a la adiciéon de levaduras con
capacidad de floculacién y de una fuente de carbono, generalmente sacarosa
a una concentraciéon de 20-25 g/L (Carrascosa ef al, 2011). Posteriormente
se produce la segunda fermentacién y el envejecimiento, donde tiene lugar la
lisis celular que contribuye de manera importante a las caracteristicas propias
de este tipo de vinos. Tras el envejecimiento se procede a la eliminacién de
las lias y a la adicidn de licor de expedicion para rellenar las pérdidas de vino.

En la elaboracién de los vinos finos de Jerez, que son sometidos a
una crianza bioldgica, no se afade una fuente de carbono fermentable, sino
que se adiciona alcohol vinico hasta llegar a 15.5-16% (v/v), de manera que
se produce un metabolismo respiratorio por parte de las levaduras
denominadas de flor presentes en las bodegas. Estas levaduras forman de
manera espontanea una pelicula o velo sobre la superficie del vino, debido a
que poseen la capacidad de agregar y flotar en medios con fuentes de
carbono no fermentables. El metabolismo respiratorio produce un perfil
aromatico muy particular en estos vinos, donde es de especial relevancia la
produccion de acetaldehido en grandes concentraciones. Estas levaduras,
aunque también pertenecen a la especie S. cerevisiae, son muy distintas a
las de fermentacion con respecto a sus caracteristicas metabdlicas,

fisiologicas y genéticas (Benitez et al, 2011).

1.2.2- Condiciones de estrés asociadas a las fases del proceso de

produccién de vino.

Durante la propagaciéon de biomasa, las células estan sometidas a
diversas condiciones de estrés. Al inocular las células en la melaza se
produce un estrés hiperosmético debido a la alta concentracion de azucares,
y posteriormente, durante el crecimiento, la presencia de oxigeno y los
cambios metabdlicos determinan la aparicion de un importante estrés
oxidativo (Gomez-Pastor ef al, 2010a; Pérez-Torrado ef a/, 2005). También
suelen producirse de forma solapada condiciones de estrés hipo osmatico,

idnico, por presencia de acidos organicos y alcoholes y, entre las etapas de
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realimentacion, pueden darse situaciones de ayuno y limitaciéon de nutrientes.
La fase final de preparacion de la levadura seca activa (LSA) conjuga un
periodo prolongado de privacion de nutrientes con los multiples efectos de la
pérdida de agua que enfrentan a las levaduras a un punto critico para su
estabilidad tecnologica (Singh et al, 2005). Ademas, el déficit de agua
aumenta la formacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) que
contribuyen al dafo celular actuando sobre lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (Franca ef al., 2007). Aunque el proceso de rehidratacion se realiza
a pie de cuba y se intenta que se produzca en el menor tiempo posible, en
este punto las levaduras estan sometidas a un estrés hipoosmético y por
choque térmico (Novo ef al,, 2007).

En la fase de fermentacion alcohdlica, las células estan sometidas a
importantes condiciones de estrés: choque hiperosmaético, bajo pH,
variaciones de temperatura, deficiencias nutricionales, niveles subéptimos de
oxigeno, presencia de compuestos fendlicos, etc. (Bisson ef al,, 2007). En los
mostos se alcanzan concentraciones de azucares entre el 20 y el 28% (p/v),
lo que causa que inicialmente las células sufran un importante choque
hiperosmético en el momento de la inoculacion. La respuesta molecular al
estrés osmético al inicio de la vinificacion es compleja y depende de
numerosos factores (Pérez-Torrado ef a/, 2002a). Una de las principales
respuestas de la levadura frente a este estrés es la activacion de genes
implicados en la sintesis de glicerol, por lo que se produce una acumulacion
intracelular de este osmolito compatible. También se ha descrito la
importancia de otros genes de respuesta general a estrés, que participan en
procesos celulares diferentes a la sintesis de glicerol, y que intervienen en la
capacidad de las levaduras para superar el estrés osmotico e iniciar su
crecimiento en el mosto (Zuzuarregui y del Olmo, 2004). El mosto supone
unas condiciones de estrés acido en comparacion con los medios de
laboratorio. Su pH sin embargo, esta dentro del rango para el crecimiento
optimo de las levaduras vinicas (entre 2.75 y 4.2), que estan especialmente
adaptadas al mismo (Heard ef a/, 1988). Ademas, la elevada concentracion

de acidos como el citrico o el malico, confieren a este medio una gran
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capacidad tamponadora. En cuanto a la temperatura, S. cerevisiae muestra
una temperatura 6ptima de crecimiento alrededor de los 28 °C, y aunque
puede adaptarse a un amplio rango de temperatura, se produce la induccion
de genes de respuesta a estrés térmico tanto a temperaturas altas como
bajas (Aranda ef a/, 2011). Aun asi, la produccion de vino tinto suele
realizarse en torno a los 20 °C, y el aumento que se produce debido al
caracter exotérmico de la reaccién, suele estar controlado puesto que
conforme la temperatura aumenta, también lo hace la toxicidad del etanol.
Ademas, el aumento de temperatura favorece la evaporacién de este
metabolito y de otros compuestos volatiles esenciales para las caracteristicas
organolépticas del vino (Torija ef al., 2003). Por el contrario, las temperaturas
bajas ralentizan el metabolismo y aumentan el riesgo de paradas de la
fermentacion (Beltran ef al., 2006).

Al final de la fase de fermentacion, se produce un estrés causado por
la elevada concentracion de etanol que se alcanza durante el avance de la
fermentacion, que es también muy importante en la elaboracion de algunos
vinos, como los cavas y los vinos de Jerez, donde se parte de
concentraciones de 95-115 g/L y de 150-155¢g/L de etanol, respectivamente
(Carrascosa ef al, 2011). El etanol es altamente toxico y afecta al
metabolismo y crecimiento de las levaduras. El efecto de mayor repercusion
en la fisiologia de las células de levadura es la alteracion de la permeabilidad
de las membranas (Nabais ef a/, 1988). Estudios transcriptomicos en
condiciones de laboratorio demuestran que el etanol provoca la induccion de
numerosos genes de respuesta a estrés, tanto especificos de la
detoxificacion de este metabolito, como de otros relacionados con la
homeostasis de iones, choque térmico, sintesis de trehalosa y defensa
antioxidante (Alexandre ef al., 2001). También se ha encontrado una mayor
sensibilidad a etanol en mutantes de genes relacionados con la respiracion,
indicando que la sensibilidad a etanol es mayor en condiciones de limitacién
de oxigeno (Fujita ef al., 2006; Kumar et a/,, 2008).

Durante la fermentacion vinica también se produce una acumulacién

de acetaldehido. Esta molécula es particularmente toxica debido a su
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reactividad quimica, especialmente cuando la concentracion de etanol es
baja (Stanley ef al., 1993). La resistencia al acetaldehido se correlaciona con
numerosos cambios de expresién de diversos genes relacionados con el
metabolismo del azufre, la resistencia a estrés y otros genes relacionados
con la expresion génica, como las sirtuinas (Aranda y del Olmo, 2004; Aranda
y del Olmo, 2003; Aranda ef al,, 2002). Parte del acetaldehido puede pasar a
acetato por accion de las aldehido deshidrogenasas (Ald), disminuyendo la
produccion de etanol. El acido acético es también un conocido inductor de la
apoptosis (Kaeberlein, 2010). La acumulacién de acetato y acetaldehido por
encima de ciertos limites no es deseable durante la fermentacion vinica,
mientras que la cantidad final de etanol es uno de los pardmetros
fundamentales que definen el éxito de una fermentacion (Ribéreau-Gayon ef
al., 2006), por lo que el equilibrio entre estas tres especies quimicas y las
enzimas que las producen es de vital importancia en enologia.

Al final de la fase de fermentacion, se produce también un estrés por
agotamiento de nutrientes, que provoca que las células entren en estado
estacionario. La entrada en fase estacionaria es un proceso complicado y
altamente regulado, que depende de importantes cambios en la expresion
génica de numerosos genes con funcién en procesos celulares muy distintos.
En condiciones de vinificacion la entrada en fase estacionaria se atribuye al
agotamiento de nitrégeno que, como se comentara mas adelante, reprimiria
la actividad de la ruta TOR (Rossignol ef al., 2003). Se produce una represion
de genes relacionados con el crecimiento, como la sintesis de RNA y
proteinas y una induccién de genes de resistencia general a estrés, de
homeostasis de protones, de biogénesis de la pared celular y de genes
relacionados con la biosintesis de carbohidratos, como los del metabolismo
del glucégeno y de la trehalosa (Pérez-Torrado et al, 2002; Puig y Pérez-
Ortin, 2000; Rossignol et al,, 2003).

La deficiencia de nitrogeno es uno de los principales problemas en
enologia, ya que puede conducir a la ralentizacién o incluso la parada de la
fermentacion (Bisson ef al/, 2007), lo que conlleva grandes pérdidas

econdmicas. La intervencion habitual en estos casos es anadir una fuente de
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nitrégeno facilmente asimilable, como el fosfato de diamonio, aunque si la
parada se encuentra en un estadio avanzado, la adicién de nitrdgeno resulta
ineficaz para reanudar el proceso. La deficiencia de nitrégeno desencadena
una amplia respuesta transcripcional que implica la activacién de genes del
metabolismo oxidativo de la glucosa y de la sintesis de proteinas (Mendes-
Ferreira ef al., 2007).

En los procesos de segunda fermentacion y de crianza biolégica que
tiene lugar en la produccion de cava y de vinos de Jerez, las levaduras estan
sometidas a unas condiciones de estrés muy severas, debidas
fundamentalmente a la elevada concentracion de etanol presente durante
todo el proceso de envejecimiento. Durante la produccién de vinos
espumosos las levaduras parten de estar sometidas a una concentracion de
etanol de 9-10% (v/v), que va aumentando conforme transcurre la segunda
fermentacion (Carrascosa ef al., 2011). En el caso del envejecimiento en la
crianza bioldgica, tras el encabezado, la concentracion de este metabolito
puede alcanzar el 16% (v/v) (Benitez et al/, 2011). En la segunda
fermentacion también se produce un estrés por baja temperatura, ya que
suele producirse en torno a los 12 °C. En el velo, las levaduras estan
sometidas también a altas concentraciones de acetaldehido, intermediario
producido en el metabolismo respiratorio, a estrés hidrico y por ausencia de

nitrégeno.

15






2.- La longevidad de

las levaduras

El envejecimiento es un proceso natural que conduce a la
degradacion de las funciones biologicas que acompaia al paso del tiempo
(Carnes, 2011), y que termina provocando la muerte de la célula o del
individuo. La levadura S. cerevisiae ha sido utilizada como modelo eucariota
para estudiar los mecanismos moleculares que modulan la duracién de la
vida, o longevidad, desde hace mas de 50 afios (Mortimer y Johnston, 1959).
Este organismo, en comparacién con otros sistemas modelo, permite una
facil y rapida medida de la longevidad, por lo que su utilizacién ha permitido
un importante progreso en la identificacion de docenas de factores que
regulan el envejecimiento. La mayoria de los factores que regulan este
proceso en invertebrados y en mamiferos han sido caracterizados en
levadura, y estos estudios han dado lugar al descubrimiento de posibles
drogas anti-edad. Esto es debido a que, aunque diversos aspectos del

envejecimiento son especificos de levadura, la mayoria de los mecanismos
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que regulan la longevidad en este organismo estan muy conservados
(Kaeberlein, 2010). En la ultima década se ha producido una revolucién en el
entendimiento del proceso de envejecimiento, y por ello esta creciendo un
ambiente optimista en torno a la posibilidad de intervencion en su regulacion.

En la determinacion de Ila longevidad intervienen diversos
mecanismos reguladores de gran importancia en la fisiologia de la célula,
entre ellos, las rutas de sefalizacion por nutrientes, la maquinaria de
acetilacion/desacetilacion, la respuesta a estrés y la autofagia. Estos
mecanismos poseen funciones muy diversas en la célula, formando una
compleja red donde el efecto de cada uno interviene directa o indirectamente
en la regulacion de los otros, de forma que conjuntamente tienen una

consecuencia comun, la determinacion de la longevidad.

2.1- Longevidad replicativa y longevidad cronolégica

De manera similar a los organismos pluricelulares, las células de
levadura poseen dos tipos de envejecimiento (Figura 1.3), la longevidad
replicativa (LR) y la longevidad cronolégica (LC) (Kaeberlein, 2010). La LR es
un parametro que deriva de la division celular asimétrica de esta levadura de
gemaciéon y se define como el nimero de células hijas producido por una
célula madre. Este es el modelo de longevidad de las células activas
mitoticamente, como los fibroblastos y los linfocitos de mamiferos, y en S.
cerevisiae puede medirse mediante la utilizacibn de un microscopio y
microdiseccionando las células hijas, facilmente distinguibles. EI numero
maximo de generaciones es variable, ya que depende de la cepa, por
ejemplo, en la cepa de laboratorio BY4742 el nimero de generaciones es en
promedio de 27 (Steinkraus ef al, 2008). El dafo celular que causa el
envejecimiento se retiene en la célula madre, liberando a la célula hija de
dicha carga y dotandola de una maxima capacidad intrinseca de division
(Kaeberlein, 2010). El principal marcador molecular del envejecimiento

replicatvo es la acumulacion de los denominados Circulos
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Extracromosoémicos de DNA Ribosémico (Extrachromosomal Ribosomal DNA
Circles, ERCs). Se trata de pequefias moléculas circulares de DNA derivadas
de la recombinacion entre las copias en tandem de los genes que codifican
para el rRNA (Sinclair y Guarente, 1997) y que son capaces de replicarse
autébnomamente, secuestrando factores celulares esenciales y promoviendo
el envejecimiento. Las proteinas dafadas por el estrés oxidativo y las
mitocondrias inactivas o dafiadas también tienden a retenerse en las células
madres (Erjavec et al, 2007; Lai et al, 2002), rejuveneciendo a las células

hijas.

Longevidad replicativa: Longevidad cronolégica:

nimero de divisiones mitéticas dias viable en fase estacionaria

9‘_t

Figura 1.3. Modelos de longevidad replicativa (izquierda) y longevidad cronolégica (derecha) en

S. cerevisiae. Adaptado de Steinkraus ef a/. (2008).

La LC se define como la capacidad de las células estacionarias de
mantener la viabilidad en el tiempo, y es el modelo de longevidad de las
células postmitéticas que constituyen la mayor parte de los tejidos en
mamiferos. En la levadura S. cerevisiae este modelo de envejecimiento suele

medirse mediante el cultivo en medio liquido donde, tras consumirse la fuente
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de carbono y entrar en fase estacionaria, se van tomando muestras a lo largo
del tiempo y se mide la capacidad de crecimiento en medio fresco evaluando
la formacion de colonias. La LC es muy variable, ya que puede durar desde
dias a meses, dependiendo de la cepa y del medio de cultivo. En este tipo de
envejecimiento, las proteinas y las mitocondrias dafadas se van acumulando
a lo largo del tiempo a pesar de los mecanismos de proteccion, pudiendo
causar la muerte celular (Kaeberlein, 2010).

A pesar de las claras diferencias entre ellos, estos modelos de
longevidad mantienen una relacién estrecha, ya que la edad cronolégica de
una levadura tiene un efecto negativo en su longevidad replicativa, es decir,
las células hijas de una madre envejecida cronolégicamente se dividen
menos veces que las que proceden de madres jovenes (Ashrafi ef al., 1999;
Kennedy ef al/, 1994).

Desde el punto de vista de su relevancia en los procesos industriales
relacionados con la elaboracién de vino, el estudio de la longevidad
replicativa es interesante en los procesos que requieren una elevada
capacidad de division celular, como la produccién de biomasa, mientras que
la longevidad cronologica es relevante en un cultivo que ya no se divide,
como ocurre al final de la fermentacion alcohdlica. En este trabajo se han
pretendido estudiar los factores que regulan la longevidad cronologica de las
levaduras vinicas, con la finalidad de ampliar el conocimiento de los procesos
que regulan el envejecimiento y la muerte celular al final de la vinificacion.
Veremos los principales mecanismos celulares implicados en el
envejecimiento cronolégico, y como responden y se adaptan las células de

levadura a los condicionantes externos.

2.2- Papel de las rutas de senalizaciéon por nutrientes en la

longevidad

En todos los organismos eucariotas existen complejas rutas de

sefalizacion celular, que estan muy conservadas y que aseguran una rapida
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y Optima adaptacion del metabolismo en respuesta a los cambios
ambientales. Las rutas de sefnalizacion por nutrientes regulan el crecimiento y
la proliferacion celular, el metabolismo y la resistencia a estrés. En levadura,
estas rutas permiten a la célula un éptimo consumo de nutrientes estimulando
el crecimiento, y en periodos de escasez de nutrientes inducen la entrada en
fase estacionaria, asegurando la supervivencia por largos periodos de tiempo
(Zaman et al., 2008).

La principal alteracién ambiental que extiende la longevidad es la
disminucién del aporte de nutrientes sin inducir la malnutricion, la llamada
restriccion dietaria. Este parametro es determinante de la longevidad en
todos los organismos eucariotas, y en S. cerevisiae extiende tanto la
longevidad replicativa como la cronoldgica (Kaeberlein ef al, 2007). En
levadura, la restriccion dietaria puede ejercerse disminuyendo el aporte de
fuentes de nitrégeno o de carbono, llamandose en este ultimo caso,
restriccion caldrica. La restriccion caldrica en levaduras se provoca por
disminucién de la concentracion de glucosa del 2% estandar al 0.5-0.05%. La
disminucién del aporte caldrico conlleva diversos cambios fisiolégicos
relevantes para la longevidad (Kaeberlein, 2010), regulados
fundamentalmente por las rutas de senalizacidn por nutrientes
Ras/cAMP/PKA y TOR/Sch9p (Figura 1.4). Diversos estudios globales de
expresion génica ponen de manifiesto que la mayoria de genes implicados en
la longevidad cronolégica estan relacionados con la actividad de estas rutas
de sefalizacion por nutrientes (Delaney ef al., 2011; Powers ef al., 2006).

La ruta Ras/cAMP/PKA es la principal via de control de la
disponibilidad de fuente de carbono fermentable. En presencia de glucosa,
Ras activa a la adenilato ciclasa Cyr1p, que hace aumentar el nivel de cAMP,
el cual activa a la proteina quinasa A (Smets ef a/., 2010). Como resultado de
esta activacion se estimula el crecimiento y la proliferacion celular, se reprime
la movilizacién de carbohidratos de reserva como el glucégeno y la trehalosa,
y se inhibe la transcripcién de genes de respuesta general a estrés mediada
por los factores transcripcionales Msn2/4p (Figura 1.4). La ruta TOR/Sch9p

controla la respuesta a la disponibilidad de nitrdgeno. En presencia de
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nitrégeno asimilable, Tor1p (una de las dos proteina quinasas Tor presentes
en levadura) fosforila, entre otros, a la quinasa Rim15p, inactivandola, de
manera que no se inducen genes implicados en otras rutas, como por
ejemplo los de respuesta estrés via Msn2/4p, ni los de fase estacionaria
dependientes de Gis1p, ni los implicados en el metabolismo del nitrégeno
dependientes de GIn3p. Por otra parte, activa a otra serina/treonina proteina
quinasa, Sch9p, la cual promueve la biogénesis de ribosomas y la traduccion
(Figura 1.4). En relacién al proceso de sintesis de proteinas, estudios
recientes demuestran una relacion directa y negativa entre traduccion y
longevidad, de manera que mutantes con una menor tasa de traduccién, son
mas longevos (Delaney ef al., 2011; Kaeberlein y Kennedy, 2011). Las dos
rutas Ras/cAMP/PKA y TOR/Sch9p también convergen en la represion del
proceso de autofagia, un proceso esencial en la respuesta a la restriccion
dietaria y de una gran relevancia en longevidad, tal y como se describira en el
siguiente apartado.

La reduccion de la actividad de la rutas Ras/cAMP/PKA y TOR/Sch9p
conduce al aumento de la longevidad en diversos organismos modelo
(Fontana et al, 2010; Wei et al, 2009). En levadura, la utilizacién de
inhibidores quimicos (como la rapamicina o la metilsulfamida, inhibidores de
TOR) o la mutacion de genes codificantes de algunas de las proteinas que
cause una disminucion en la actividad de estas rutas, como Tor1p, Sch9p 6
Cyr1p, causan la extensién de la longevidad, tanto cronoldégica como
replicativa (Fabrizio ef al., 2001; Kaeberlein ef al., 2005). De especial interés
en enologia resulta el hecho de que la inhibicion de TOR/Sch9p provoca un
aumento en la acumulacion de glicerol, un metabolito que estimula la LC (Wei
et al., 2009)

22



Glucosa / Nutrientes

ATP & =-cAMP TO‘r_‘lj

@
@ - .. //\‘/

tofagia

mﬁqlf‘ T m Fase estacionaria @
Respuesta a estrés - i l-im

Metabolismo
del nitrogeno

Figura 1.4. Esquema de las rutas de sefializacion por nutrientes PKA, TOR y Sch9p y su efecto

en los procesos que regulan la longevidad cronolégica en S. cerevisiae.

2.3- Papel de la autofagia en la longevidad

La autofagia es un proceso catabolico muy conservado en eucariotas
que permite reciclar componentes intracelulares mediante su degradacion en
compartimentos liticos (lisosomas o vacuolas) (Kiel, 2010; Nakatogawa ef a/,
2009). Existen dos tipos de autofagia, la microautofagia y la macroautofagia.
En la primera es la propia membrana de la vacuola la que se invagina y rodea
de manera inespecifica una porcién de citoplasma que se va a hidrolizar, la
cual también puede contener organulos. En la macroautofagia se produce la
formacion de vesiculas de doble membrana que rodean parte del citoplasma,
llamadas autofagosomas y que se fusionan con la vacuola para hidrolizar su
contenido. La formacién de los autofagosomas es un proceso muy regulado,

en el que intervienen una treintena de genes altamente conservados, la
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mayoria englobados dentro del grupo de genes A7G, que codifican tanto para
proteinas estructurales como reguladoras. Tradicionalmente se habia
considerado que la macroautofagia era un mecanismo no selectivo de
degradacion, pero diversos estudios demuestran, que al igual que ocurre con
otros mecanismos especificos de degradaciéon que actuan de forma
constitutiva en la célula, como el mediado por el proteasoma o la ruta CVT
(Cytoplasm to Vacuole Targeting), la macroautofagia puede conducir a la
degradacion de proteinas de manera especifica, como ocurre con las
proteinas vacuolares Apelp y Amsip o con la aldehido deshidrogenasa
citosolica Ald6p, que han sido localizadas en los autofagosomas (Onodera y
Ohsumi, 2004; Huang y Klionsky, 2002).

En S. cerevisiae la macroautofagia (a partir de ahora simplemente
autofagia), se induce en respuesta al ayuno, y mediante este reciclaje de
macromoléculas, la célula puede obtener nuevos nutrientes permitiendo la
supervivencia en esas condiciones de escasez nutricional. En la regulacién
del proceso de autofagia intervienen mecanismos con un importante papel en
longevidad, como las rutas de sefalizacion por nutrientes TOR/Sch9p y
Ras/cAMP/PKA (Yorimitsu ef al, 2007), que mediante su inactivaciéon en
condiciones de restriccion dietaria, regulan de manera positiva la autofagia.
También la maquinaria de acetilacion/desacetilacion celular tiene un
importante papel en su regulacién, ya que en mamiferos, la desacetilasa
Sirt1p desacetila a Atg7p, proteina indispensable en la formacion de los
autofagosomas (Rubinsztein ef a/, 2011). Determinados compuestos
quimicos, como la espermidina y la rapamicina, activan la autofagia y
extienden la longevidad en condiciones de laboratorio (Alvers ef al., 2009;
Eisenberg et al,, 2009; Neufeld, 2010).

Aunque el efecto positivo de la autofagia en longevidad esta
comunmente aceptado, existen evidencias que demuestran que este efecto
podria estar reducido a condiciones metabdlicas concretas, de manera que
su efecto dependeria del estado fisiolégico de la célula. Por ejemplo, en
levadura, el estrés proteotdxico causado por una proteina autoagregante, la

a-sinucleina, induce una activacion descontrolada de la autofagia que lleva a
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la muerte celular (Sampaio-Marques ef al, 2011) y en células de raton, la
autofagia se requiere para la muerte celular, ya que la falta de Atg7p provoca
el bloqueo de la muerte celular programada por apoptosis (Yu ef al, 2004).
Por ello, se esta produciendo un interés creciente en la busqueda de
compuestos quimicos que estimulen la autofagia, como inhibidores de la ruta
TOR, que puedan utilizarse en la terapia contra el cancer (Mathew ef al,
2007).

En levaduras vinicas, también se ha relacionado la autofagia con la
autolisis celular (Cebollero ef al., 2005) ya que el alelo csc7-7, que presenta
una autofagia constitutiva, acelera la autolisis durante el proceso de segunda
fermentacion que tiene lugar en la elaboracion de vinos espumosos. En este
proceso, la produccién de una autolisis temprana es de gran importancia para
las propiedades organolépticas del producto final (Albeliovich y Gonzalez,
2009).

2.4- Papel de la respuesta a estrés en la longevidad

Numerosos trabajos demuestran una relacion directa entre estrés y
longevidad, ademas, su efecto negativo o positivo no depende Unicamente
del tipo de estrés, sino del estado fisiologico de la célula.

Uno de los estreses clave en longevidad es el estrés oxidativo.
Numerosos estudios en S. cerevisiae demuestran que la acumulacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) causa dafios en el DNA, en proteinas y
en lipidos de membrana, provocando la activacion de mecanismos de
envejecimiento y apoptosis (Kaeberlein, 2010). De manera relacionada con
este tipo de estrés, se ha propuesto la existencia de un mecanismo de
envejecimiento altruista, que consiste en que determinados miembros de la
colonia inducen la muerte celular por apoptosis para beneficiar de los
nutrientes a los individuos mas resistentes. Esta muerte altruista es
dependiente de la presencia del ion superdxido, ya que la sobreexpresion del

gen de la superoxido dismutasa (SOD2) afecta negativamente a este proceso
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(Fabrizio et al., 2004a). Respecto al proceso de apoptosis y su relacién con el
estrés oxidativo, la delecion del gen de la proteina mitocondrial Aif1p, que es
un factor inductor de dicho proceso de muerte celular, aumenta la resistencia
a estrés oxidativo y alarga la longevidad cronolégica (Wissing ef al., 2004).
También se han detectado marcadores tipicos de apoptosis, como
fragmentacion de la cromatina o aparicion de fosfatidilinositol en el exterior de
las células envejecidas cronologicamente, y estos marcadores se asocian
con la presencia de ROS (Fabrizio ef al, 2004b; Herker et al., 2004).

La interpretacién tradicional de la relacién entre estrés oxidativo y
longevidad se formula como la teoria de los radicales libres, donde se afirma
que el envejecimiento esta causado principalmente por la acumulacién de
moléculas dafadas a causa del efecto de los radicales libres, producidos
principalmente por un desequilibrio en la cadena de transporte electronica
mitocondrial a causa del metabolismo (Balaban et a/, 2005). Pero
recientemente esta teoria esta siendo desafiada por diversos autores que
postulan que si la acumulacion de moléculas dahadas no conduce
necesariamente a la muerte celular, la activacion de la respuesta a estrés
oxidativo podria afectar positivamente a la longevidad debido a mecanismos
de adaptacién que provocan un fenotipo mas resistente (Blagosklonny, 2008;
Stanfel ef al, 2009; Wei ef al, 2008). En este sentido, el estrés oxidativo
podria afectar positivamente a la longevidad debido al papel inhibidor que
tiene sobre las rutas TOR/Sch9p y Ras/cAMP/PKA, que causarian la
activacion de la autofagia y de la respuesta general a estrés mediante los
factores de transcripcion Msn2/4p. Ademas, la actividad de Sod2p esta
regulada por Sch9p (Fabrizio ef al,, 2003).

El etanol producido durante el metabolismo fermentativo se ha
relacionado tradicionalmente como una condicion de estrés inductora del
envejecimiento y de la muerte celular (Fabrizio ef a/,, 2005). La actividad de la
alcohol deshidrogenasa Adh2p al final de la fermentacion causa una
asimilacion temprana del etanol en esta fase y por ello una mejor entrada en

fase estacionaria, que conduciria a un aumento en la longevidad cronoldgica.
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La sobreexpresion de otra isoenzima, la Adh1p, también posee un efecto
beneficioso en la longevidad cronolégica (Reverter-Branchat ef a/., 2007).

En cuanto al efecto del pH, se ha propuesto que la acidificacién del
medio causada principalmente por la acumulacion de acido acético producido
por el metabolismo fermentativo, es la causa principal del envejecimiento
cronolégico en medios de laboratorio (Burtner ef al, 2009). Esto apoya la
idea de que diferentes procesos que provocan una disminucion del
metabolismo fermentativo, tales como la restriccion cal6rica o el crecimiento
en fuentes de carbono alternativas no fermentables, que causan una
inhibicibn de las rutas de sefalizacion por nutrientes Sch9p/TOR y
Ras/cAMP/PKA, conllevan el aumento de la longevidad. Esto hace muy
interesante el estudio de la longevidad cronoldgica en otros medios cuyo pH
no varia durante el crecimiento fermentativo, como ocurre con el mosto de
uva.

El estrés osmotico aumenta la longevidad cronolégica, pero solo
cuando dicho estrés es debido a una elevada osmolaridad independiente de
la concentracidon de glucosa, es decir, que la longevidad aumenta con el
estrés osmaotico que provoca el sorbitol o sales como el cloruro de sodio, pero
no cuando esta producido por elevadas concentraciones de glucosa
(Murakami ef al., 2008; Smith ef al., 2007).

2.5- Papel de la maquinaria de acetilacion/desacetilacion en la

longevidad

2.5.1- La magquinaria de acetilacién/desacetilacion celular

Uno de los tipos mas comunes de modificacién postraduccional de
las proteinas es la adicion de residuos de acetilo a los grupos amino ¢ de los
residuos de lisina. El ejemplo mejor caracterizado es la modificacion de los

residuos de lisina presentes en las colas de las histonas (Shahbazian y
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Grunstein, 2007). Dicha modificacién conlleva un cambio en la condensacién
de la cromatina, de manera que las acetiltransferasas se relacionan con una
menor condensacion de la cromatina y, por ello, con una activacion
transcripcional, mientras que las desacetilasas promoverian el efecto
contrario. De particular interés es el estado de condensaciéon de regiones
particulares del genoma, como los teldmeros, el DNA ribosémico y los locus
de tipo sexual (mating) HMLIHMR que se encuentran organizados en un tipo
de heterocromatina particular en la que se considera que los genes estan
silenciados. Por ejemplo, la accién de la desacetilasa Sir2p sobre la lisina 16
de la histona H4 extiende el silenciamiento a las regiones subteloméricas,
mientas que la accién de la acetiltransferasa Sas2p sobre el mismo residuo
revierte dicho silenciamiento (Suka ef al,, 2002). Actualmente, se dispone de
una visién bastante amplia de la modificacién postraduccional de las histonas
y su impacto en la expresion génica (Krebs, 2007; Millar y Grunstein, 2006),
que se resume en la Figura 1.5 donde se muestran algunas de las enzimas
implicadas.

El papel de la maquinaria de acetilacién no se reduce al control del
inicio de la transcripcion. Por ejemplo, la acetiltransferasa GenSp forma parte
del complejo SAGA (Spt-Ada-GcenS-Acetiltransferasa), que ademas de
controlar el inicio de transcripcion de multiples genes, también tiene un papel
en la elongacion de la transcripcion y en el transporte de los RNA mensajeros
(Rodriguez-Navarro, 2009).

Menos investigado ha sido el papel de desacetilasas vy
acetiltransferasas en el control directo de la actividad o funcion de otras
proteinas. En la actualidad, se ha determinado el impacto generalizado de la
acetilacion en el control de la glicolisis en células humanas y en Salmonella
(Norvell y McMahon, 2010). Se ha descrito que Sir2p actua sobre la acetil

CoA sintetasa en células humanas y bacterianas (Starai ef al., 2004).
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Figura 1.5. Esquema de la accion de las desacetilasas y las acetiltransferasas sobre las histonas
y Pck1p. Basado en Millar y Grunstein, (2006) y Krebs, (2007). En amarillo se destacan los
residuos implicados en longevidad.

En S. cerevisiae Unicamente hay un caso perfectamente caracterizado de
regulaciéon enzimatica por acetilacion. Se ha descrito que el enzima
gluconeogénico fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Pck1p) es acetilado vy
activado por el complejo NuA4, donde actia como subunidad catalitica
Esalp. Antagonicamente, la desacetilasa Sir2p disminuye la actividad
enzimatica (Lin ef al, 2009). La pareja Esalp/Sir2p se ha asociado a la

regulacion del estado de acetilacion de ciertos residuos de las histonas H3 y
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H2A (ver Figura 1.5), lo cual nos invita a pensar que muchas de estas

modificaciones podrian trasladarse a otros sustratos celulares.

2.5.2- Las sirtuinas y la longevidad

Las sirtuinas son desacetilasas de clase Ill que poseen un
mecanismo diferente al resto de desacetilasas, ya que en la reaccion de
desacetilacion se consume una molécula de NAD* produciendo nicotinamida
y O-acetil ADP ribosa (Sauve ef al, 2006). La nicotinamida, ademas del
producto de la reaccién, es un inhibidor de la actividad de estos enzimas
(Bitterman ef al, 2002). La nicotinamida es hidrolizada a acido nicotinico, y
ambas formas de la vitamina B2 son utilizadas como precursores del NAD+
(Lin y Guarente, 2003). S. cerevisiae también puede producir NAD* a partir
de triptéfano, pero solo en presencia de oxigeno, de manera que en
anaerobiosis, la nicotinamida y el acido nicotinico se comportan como
vitaminas. El paradigma de esta familia de enzimas, y responsable de su
nombre, es la proteina Sir2p de S. cerevisiae, que junto a Hst1-4p
constituyen las cinco sirtuinas que existen en levadura. Ya se ha mencionado
el papel fundamental de Sir2p en el control de la compactacion de la
cromatina. Sir2p es ademas clave en el control de la longevidad. Su delecion
disminuye la longevidad replicativa y su sobreexpresion la alarga (Steinkraus
et al, 2008). El papel de Sir2p en longevidad se ha asociado a su capacidad
para aumentar la estabilidad gendmica de las zonas silenciadas. Su actividad
suprime la formacion de circulos extracromosémicos (ERCs) que se han
identificado como los principales causantes del envejecimiento replicativo.
Conforme las células envejecen replicativamente disminuye la cantidad de
Sir2p y la acetilacion del residuo 16 de la histona H4, que es un marcador de
envejecimiento, provocando la alteracion de la cromatina de las regiones
subteloméricas, y causando la reduccion de la longevidad (Dang ef a/,, 2009).
La acetiltransferasa Sas2p es la antagodnica a la desacetilasa Sir2p en este
proceso de envejecimiento. Se ha observado también que tras un estrés

genotodxico causado por H202, Sir2p sufre una reordenacién en el genoma,
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abandonando las regiones heterocromaticas para participar en la reparacion
de las zonas danadas (Oberdoerffer ef al, 2008), dando un cambio
transcripcional similar al observado en células envejecidas. El papel de Sir2p
en la longevidad cronolégica ha resultado ser el contrario al observado en
longevidad replicativa, ya que su actividad bloquea el aumento de longevidad
causado por el ayuno extremo (Fabrizio ef al, 2005). Se ha determinado que
dicho efecto es debido a la represion que Sir2p ejerce sobre la actividad de la
Adh2p, un isoenzima que transforma el etanol en acetaldehido en
condiciones de respiracion. La delecion de S/R2 activa dicha enzima y reduce
los niveles de etanol, que se considera por tanto un compuesto inductor del
envejecimiento.

Las sirtuinas estan en el centro de dos grandes polémicas en el
campo del envejecimiento respecto a su papel en la restriccién dietaria y en
su potencial modulacion por resveratrol. Tradicionalmente se ha identificado
Sir2p y otras sirtuinas, como Hst2p, como proteinas esenciales para lograr la
extension de longevidad replicativa que se observa al disminuir el aporte de
glucosa en el medio de cultivo (Lamming ef al, 2005; Lin ef al, 2000),
aunque otros autores limitan dicho efecto a determinadas condiciones
experimentales (Kaeberlein ef a/, 2004). Dicha polémica es comun a todos los
organismos modelos utilizados para estudiar envejecimiento (Baur ef al,
2010; Burnett ef a/, 2011). Respecto al resveratrol, se identific6 como una
molécula que extendia la longevidad replicativa, y que lo hacia por su
capacidad de actuar como activador directo de las sirtuinas (Howitz ef al.,
2003). Sin embargo, dichos resultados han sido puestos en duda,
relacionando el efecto de activacion con el sustrato artificial utilizado en esos

ensayos (Pacholec ef al,, 2010).

2.5.3- Adhesion en S. cerevisiae. el papel de la maquinaria de

acetilacion/deasacetilacion

La levadura S. cerevisiae puede alternar entre estilos de vida

unicelulares y multicelulares en determinadas circunstancias, para

31



protegerse, diseminarse o colonizar sustratos nuevos. Estas capacidades
dependen de la capacidad de adhesion a superficies abidticas o a otras
células de levaduras que otorgan una serie de proteinas de pared llamadas
floculinas (Bruckner y Mosch, 2011). Los estilos tipicos de autoadhesion son
la formacion de agregados o fléculos, cuando las células crecen en medio
liquido, agregan y dichos agregados decantan o floculan, o el caso particular
de que dichos agregados presenten flotabilidad, dan lugar a la formacion de
una pelicula sobre la superficie, el velo de las levaduras de flor. En cuanto a
la adhesién a elementos externos, es requerida para los eventos de
pseudofilamentacion y formacién de biofilms. Aunque S. cerevisiae no es un
hongo filamentoso, en ocasiones adopta formas celulares alargadas, con
gemaciones en los extremos que dan lugar a lo que se conoce como
pseudohifas. Esta forma de crecimiento favorece que algunas de las células
que forman la colonia penetren en el agar, en un fenbmeno conocido como
crecimiento invasivo. Los biofilms se definen como comunidades de
microorganismos adheridos a una superficie. En placas de agar semi-sélidas,
la levadura adopta la forma de grandes colonias adhesivas al agar o mats
(Reynolds y Fink, 2001). La formacién de mats es un proceso complejo, ya
que se requiere que las células posean una cierta “movilidad deslizante” que
les permita expandir la colonia, sin perder la capacidad de adherirse al agar.
Ademas, es necesaria cierta capacidad de interaccién célula-célula para
mantener la integridad de este tipo de estructuras multicelulares (Bruckner y
Mosch, 2011). Estos tipos de crecimiento resultan de gran importancia en
determinados procesos industriales. Por ejemplo, la floculacion es una forma
rapida y econdmica de eliminar levaduras al final de la fermentacién (Bauer ef
al, 2010). Este proceso tiene una importancia histérica en la produccion de
cerveza y cava, pero su aplicaciéon es de interés en todo tipo de
fermentaciones vinicas y en la produccion de bioetanol. La adhesion a
superficies abioticas presenta multiples aplicaciones en el campo de la
encapsulacion de microorganismos, de potencial uso en fermentaciones
secuenciales, o para recuperar fermentaciones paradas, afiadiendo levaduras

inmovilizadas (Verbelen ef a/., 2006).
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La formacion de este tipo de agregados multicelulares depende de
ciertas proteinas de pared celular llamadas adhesinas o floculinas. En la
floculacion interviene una familia de floculinas homdlogas denominadas
Flo1p, Flo5p, Flo9p y Flo10p (Dietvorst y Brant, 2010). Los genes que
codifican para estas proteinas se sitlan en zonas subteloméricas y su
expresion es sensible al estado de condensacion de la cromatina de las
mismas. La floculacién en condiciones de fermentacion de maltosa tipicas de
la industria cervecera se ve aumentada por la delecion de la desacetilasa
Hdalp y la acetiltransferasa Gcn5p. La floculacion inducida por elevada
glucosa o etanol desaparece al delecionar S/R2 (Dietvorst y Brant, 2010). El
silenciamiento de FLO70 se ha determinado que depende de las sirtuinas
Hst1/2p, mientras que la desacetilasa Hda1p es la que regula la floculina
Flo11p (Halme ef al, 2004). El gen FLOT77, al contrario que las otras
floculinas, se encuentra alejado de los telédmeros y su regulacién es
extraordinariamente compleja, asi como los efectos fenotipicos de su
delecioén, que afecta a la formacion de biofilms, pseudofilamentos, fléculos y
velo (Bauer ef al, 2010; Bruckner y Mosch, 2011). Recientemente se ha
descrito que las levaduras son capaces de “mudar’ sus proteinas Flo11p,
liberandolas al medio vy utilizandolas como lubricante sobre el cual
incrementar su movilidad deslizante que les permite formar biofilms
(Karunanithi ef al,, 2010).
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En este trabajo de tesis doctoral se plantean dos objetivos principales:

1- Determinar los factores ambientales y genéticos que regulan la
longevidad de las levaduras vinicas durante la fermentacion

alcohdlica.

1.1- Analizar el efecto en la longevidad de factores fisicos y
nutricionales, de la presencia de ciertos polifenoles de la uva y
de compuestos de dos atomos de carbono producidos durante la

fermentacion en la longevidad de levaduras vinicas.

1.2- Identificar y comparar cepas industriales de larga y corta
longevidad con el fin de caracterizar nuevos determinantes

genéticos en el proceso de envejecimiento.

2- Analizar el efecto de la maquinaria de acetilacion/desacetilacion en el
control de la longevidad de levaduras vinicas durante el proceso de

vinificacion.

2.1- Estudiar el efecto de la mutacién y de la sobreexpresion de
genes codificantes de esta maquinaria en el patron de
envejecimiento y en la produccion de metabolitos durante la

vinificacion.

2.2- Analizar el impacto de la mutaciéon y de la sobreexpresion de
genes codificantes de esta maquinaria en la actividad de
enzimas del metabolismo e investigar un mecanismo de

regulacion postraduccional de las mismas.

2.3- Determinar el efecto de las actividades acetiltransferasa y

desacetilasa en la formacion de biofilm en levaduras vinicas.
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1.- Materiales

1.1- Cepas de microorganismos

Las cepas vinicas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este

trabajo se detallan en la Tabla M.1.

Tabla M.1. Cepas vinicas de S. cerevisiae.

Cepa Genotipo Procedencia
Cc9 Mat a ho::loxP JM Walker
C9 sir2 C9 sir2:kanMX Este trabajo
C9 hst1 C9 hstt::kanMX .o
C9 hst2 C9 hst2::kanMX
C9 hst3 C9 hst3.:kanMX .
C9 hst4 C9 hst4::kanMX .
C9 hst3 sir2 C9 hst3::kanMX sir2.:loxP .
C9 hst4 sir2 C9 hst4::kanMX sir2::10xP .
C9 hst3 hst4 C9 hst3::loxP hst4::kanMX
C9 sas2 C9 sas2:kanMX .
C9 sir2 sas2 C9 sir2::loxP sas2:: kanMX .
C9 ald4 C9 ald4::kanMX .o
C9 genb ald4 C9 gcnb::loxP ald4::kanMX .
C9 sas2 ald4 C9 sas2:loxP ald4.: kanMX
C9 Pspi1-SIR2 C9 Pspi1-SIR2- kanMX e
C9 Puer17-SIR2 C9 Puer17-SIR2- kanMX .
C9 uth4 C9 uth4:: kanMX .
C9 pubt C9 pubft:: kanMX
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Materiales y Métodos

Tabla M.1. (Continuacion).

Cepa Genotipo Procedencia
C9 puf3 C9 puf3:: kanMX Este trabajo
C9 hdat C9 hdaft:: kanMX .

C9 spt10 C9 spt10::kanMX .
C9 genb5 C9 genb::kanMX .
C9 rdl1 C9 rdl1::kanMX .
C9 rdlz C9 rdl2::kanMX
C9 rdl1:2 C9 rdl1-rdl2::kanMX .
L2056 Cepa vinica Lallemand
L2056 sir2 L2056 sir2::loxP sir2::kanMX Este trabajo
L2056 hst2 L2056 hst2:loxP hst2::kanMX .
L2056 hst3 L2056 hst3:/loxP hst3::kanMX
L2056 sas2 L2056 sasZ2::loxP sas2::kanMX .
L2056 gcn5 L2056 gcnb.:loxP genb::kanMX .
L2056 spt10 L2056 spt10::loxP spt10::kanMX .

L2056 Psp1-SIRZ L2056 Pspir-SIR2-loxP

L2056 Pueri-SIR2 L2056 Pwer7-SIR2-loxP

L2056 Pspi1-HST3 L2056 Pspi1-HST3-kanMX

L2056 Pueri7-HST3 L2056 Pweri7-HST3-kanMX

L2056 Puyeri--GCNS L2056 Pueri--GCN5-kanMX

EC1118

Cepa vinica

Lallemand

EC1118 sir2

EC1118 sir2::loxP sir2::kanMX

Este trabajo

EC1118 sas2

EC1118 sasZ2:./loxP sas2::loxP

EC1118 gcn5

EC1118 gcnb.:loxP genb::kanMX

EC1118 pub?

EC1118 pub1.:loxP pub1::kanMX

Este trabajo
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Tabla M.1. Continuacién.

Cepa Genotipo Procedencia
EC1118 A8 EC1118 2xLTR::/loxP-CYR1 Este trabajo

CSM Cepa vinica Lallemand

C flor Cepa vinica A. Querol
C flor sir2 C flor sir2::loxP Este trabajo

C flor sir2 (2X)

C flor sir2::loxP sir2::kanMX

C flor sir2 (3X)

C flor sir2::loxP (2X) sir2:-kanMX

C flor Pspi1-SIR2

C flor Pspi1-SIR2-loxP

C flor Pueri7-SIR2 C flor Puyeri7-SIR2-loxP .
T73 Cepa vinica Lallemand
71B Cepa vinica Lallemand
BM45 Cepa vinica Lallemand
M2 Cepa vinica Lallemand
Fermichamp 67J Cepa vinica DSM
Fermirouge 7303 Cepa vinica DSM
Fermiblanc Arom Cepa vinica DSM
Zymaflore VL3 Cepa vinica Laffort
) Institut Coopératif du
UCLM 5235 Cepa vinica .
Vin
Institut Coopératif du
ICV46 Cepa vinica

Vin

La cepa de Escherichia coli utilizada fue DH5a (@80d, lac ZAM15
endA1 secAT, hsdR17 supE44 thi-1, A-, gyr A relAT, F-).
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1.2- Plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla M.2.

Tabla M.2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Descripcién Procedencia

UGE Plasmido que contiene el gen marcador de resistencia Giildener y col,
p
a geneticina KanMX4 flanqueado por sitios LoxP 1996

Plasmido pUG6 en el que se ha clonado el promotor ~ Cardona y col,
pKanMX-SPI1p

del gen SP/71 2007
Plasmido pUG6 en el que se ha clonado el promotor Este
pKanMX-MET17p )
del gen MET17 trabajo
PFA6a-13Myc- Plasmido que contiene 13 repeticiones en tandem de  Longtine y col,
KanMX6 la secuencia que codifica para el epitopo Myc 1998

1.3-  Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos que se han utilizado como cebadores en las
reacciones de PCR fueron disefiados mediante el programa Gene Runner y
fueron sintetizados por las casas comerciales Roche, Isogen y Integrate DNA
Tecnologies, segun el caso. Las secuencias, escritas en orientacién 5-3’, y
su uso concreto, se describen en la Tabla M.3., ordenados de acuerdo a su

fecha de sintesis.
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Tabla M.3. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Oligonucleétido Secuencia Uso
K2 GGGACAATTCAACGCGTCTG Comprobacion
K3 CCTCGACATCATCTGCCC Comprobacién

CATTCAAACCATTTTTCCCTCATCGGCACAT

SIR2a Delecion
TAAAGCTGGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC
ATATTAATTTGGCACTTTTAAATTATTAAAT

SIR2b Delecién
TGCCTTCTAATAGGCCACTAGTGGATCTG

SIR2c TTCTTTGTCCTCTTTGGCCG Comprobacién

SIR2d AGTTGGTTTGAGCTCCATCG Comprobacién

SIR2e CTATTTGTGAGAGCCTTGCG Comprobacién
CCTATTTTCTAGTTGCTTTTTGTTTTCACTC

SAS2a Delecion
GCAAAAAAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC
TGAAATACATATGCCATTAAGTTACATCCT

SAS2b Delecion
GAATAGATTCATAGGCCACTAGTGGATCTG

SAS2c TCAATACTCAGCTCATCGCC Comprobacion

SAS2d AAACAGAGGAAAGCTGACCC Comprobacién

SAS2e GTTCGTCATCGAAAAACCGG Comprobacién
CTCTTCTTTTTTGTTGTTTTTGTGAGAAAAA

HST1a Delecion
AAAATCTAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC
TTTGGAATTTACTGTTGTTTCTTTCGTGGC

HST1b Delecion
TGTTTCTTAAATAGGCCACTAGTGGATCTG

HST1c TGATGACTCAGTAAGACCGC Comprobacioén

HST1d ATTTGCCCGTCACCTTATCC Comprobacién
AGCTACCAACCAGACGTACCGCGATCTCTC

HST2a Delecion
CGTGTTTCGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC
AATAAGGAAAAAAAAAGGGGGACGGAAAA

HST2b Delecion
CATTGCAACCATAGGCCACTAGTGGATCTG

HST2c TAACTCTGTTAGCTTCGCCG Comprobacién

HST2d ATGGCAAAGGATCCGATTGG Comprobacién

HST2e AAGCCAAGCTCAATTACGCG Comprobacién
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Tabla M.3. Continuacién

Oligonucleétido Secuencia Uso

GGGATTAATTTACATACAACTAGATCCATC

HST3a Delecién
TTTCTCAAAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC
CCTCGATTATTTATCGTTAACTCAATTTTAA

HST3b Delecion
TAGTTAAGTATAGGCCACTAGTGGATCTG

HST3c ACTCAACATCACGAACGACG Comprobacién

HST3d GCGACTGTTGTGTTTTCGTG Comprobacién

HST3e TTCTCGGACATGCAGATCTC Comprobacion
GTATTTTAAAACTGTAAATAATACTAAGCAG

HST4a Delecién
AACCACAAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC
TTAATTTTATCTCCAACCTTTTTTGGTAGGA

HST4b Delecion
CAAATACTTATAGGCCACTAGTGGATCTG

HST4c AAAACCTCTCCATTACCCGC Comprobacién

HST4d AGGTTTCCTGTTACGGACAC Comprobacion
AGGGAAAGTTGAGCACTGTAATACGCCGAA

HDA1a Delecién
CAGATTAAGCTTCGTACGCTGCAGGTCGAC
GAAGGTTGCCGAAAAAAAATTATTAATGGC

HDA1b Delecion
CAGTTTTTCCATAGGCCACTAGTGGATCTG

HDA1c ACACTTGGTGAAGAACCAGC Comprobacién

HDA1d AAGACCAGTTTTCAGCGGTG Comprobacion

HDA1e ATCGATCTCTGAAGAGGCTG Comprobacion
AAAAGTCTTCAGTTAACTCAGGTTCGTATT

GCNb5a Delecion
CTACATTAGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC
CTTCGAAAGGAATAGTAGCGGAAAAGCTT

GCN5b Delecién
CTTCTACGCAATAGGCCACTAGTGGATCTG

GCN5c AGGATTGGTAAGGGAAGACC Comprobacion

GCN5d TTATTGGTCTCAGCCTGCTC Comprobacion

GCNb5e ATTGATCACATCGTCTCGCC Comprobacion
CCAAAGTGATTATCAACAAAAATCGTAATAA

SPT10a Delecion

TTAGCTTCATTCGTACGCTGCAGGTCGAC
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Tabla M.3. Continuacion

Oligonucleétido Secuencia Uso

TTTCTAGGGTTGGTGATGTGACCGTCTCTG

SPT10b Delecion
GCAGAGTCGCATAGGCCACTAGTGGATCTG

SPT10c AATTCGAGATGCGGATCGTG Comprobacién

SPT10d AAAAGTTGATCTGGGACCGC Comprobacién

SPT10e AGACTTGTCAACCCTGTTCC Comprobacién
TTCATTATATTTCAACAAATATAAGATAATC

ATG7a Delecion
AAGAATAAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC
TGGCACCACAATATGTACCAATGCTATTAT

ATG7b Delecion
ATGCAAAATAATAGGCCACTAGTGGATCTG

ATG7c GAAGAACAAGCCACCACATG Comprobacién

ATG7d CACAGTAAGTGGTTGGCATG Comprobacién

ATG7e CCAATTTCTTAGCCGTCAGC Comprobacién
AGTGAAACATACATCAACCGGCTAGCAGGT

TOR1a Delecién
TTGCATTGATTTCGTACGCTGCAGGTCGAC
AAATAGTAAACAAAGCACGAAATGAAAAAT

TOR1b Delecion
GACACCGCAGATAGGCCACTAGTGGATCTG

TOR1c ACCTACTAGAAGTCAGACCG Comprobacién

TOR1d GGTTCTCGCCATTTTGAAGC Comprobacion

TOR1e AGATGAGGACCTCAGTAAGG Comprobacién
TCTCCTCTATCAAACCTAAATATTCAATCAT

CYR1a Delecion
AACCTTATTTTCGTACGCTGCAGGTCGAC
TCTCCTCTATCAAACCTAAATATTCAATCAT

CYR1b Delecién
AACCTTATTTTCGTACGCTGCAGGTCGAC

CYR1c TGCGTCATCTTCTAACACCG Comprobacion

CYR1d GAATGGCAGACTGAACTGAG Comprobacién

CYR1e TTCTTATGGTAAGTCCCCCC Comprobacién

CYR1f TGGTTCGGAAATTTCTGGCC Comprobacién

CYR1g ATCGTGACTGTTTGACCCTG Comprobacion

CYR1h ATAATGGTGCCGATGTTGCC Comprobacioén
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Tabla M.3. Continuacién

Oligonucleétido Secuencia Uso
CGTTTATTTTCAGGGTTTGTGACTAAGAAACGA
RDL1a Delecién
TATTAAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC
TTACGAAAATACACAGGGTACATACCTAGAG
RDL1b Delecion
TATACAAGGATAGGCCACTAGTGGATCTG
TCTCACAAATGGAAGCGAGACAGAAGAAAA
RDL2a Delecion
AGACCAACGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC
TATATACAGGATATATCGATTATACTTGTTTC
RDL2b Delecion
TTTTTGG CATAGGCCACTAGTGGATCTG
RDL1c GAA TAT TAT TAC CCG CGG GG Comprobacion
RDL1d AGT AAG AGC CAA AAC TGC CG Comprobacién
RDL2e GAA TGA ATC GGA GAG GTG AC Comprobacién
SIR2f CGCTAGTCTTTGATACGGCGTATTTCATATGT Sobreexpresion
GGGATGGTCATTGTATGGATGGGGGTAATAG con MET17
ACCATCCCACATATGAAATACGCCGTATCA
SIR2g Sobreexpresion
AAGACTAGCGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC
SIR2e' CGCTAGTCTTTGATACGGCGTATTTCATA Sobreexpresion
e
TGTGGGATGGTCATTATTAGTAATAGTACTG con SP/71
HST3f CCGATCGACTGGCAGGTGGCGAGGGCG Sobreexpresion
ATACTGAAGTCATTATTAGTAATAGTACTG con SP/71
TCTGTGGCGGGTATCCCTCAATTGCGGGTA
HST3g Sobreexpresion
ACAATAAGTATTCGTACGCTGCAGGTCGAC
HST3h CCGATCGACTGGCAGGTGGCGAGGGCGAT Sobreexpresion
ACTGAAGTCATTGTATGGATGGGGGTAATAG con MET17
GONSF CATCCAAGTGATCCTCTTCAATCTGATGTT Sobreexpresion
TTGTGACCATTGTATGGATGGGGGTAATAG con MET17
TATTGAAATTCTTACGCAAGATTTTTTATA
GCN5g Sobreexpresion
GTTGGATATTTTCGTACGCTGCAGGTCGAC
SPl1e CTCGAAGTTCCCAGATGCCC Comprobacioén
MET17a GGGATATCGAATCCCTTAGCTCTC Clonacion
MET17b GGGATATCATTGTATGGATGGGGG Clonacién
MET17c CCT TGT CCAATT GAACAC GC Comprobacién
CYR1a’ AACTTGATCCCATGTCACCG Sonda
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Tabla M.3. Continuacion

Oligonucleétido Secuencia Uso
CYR1b’ TGCGGTCTTGCTATCATTCG Sonda
SPI1f CGCTAAGCTCCTTCTATCATTGG Sonda
SPl1g GCTCCTGGGATTGCTCTTG Sonda
ALD6a ACGACACTGAATGGGCTACC Sonda
ALD6b CTTCAACATCTTGGCCACCT Sonda
Y’-F ACACACTCTCTCACATCTACC Sonda
Y’-R TTGCGTTCCATGACGAGCGC Sonda

2.- Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

2.1- Bacterias

Los cultivos de E. coli se realizaron en medio LB (extracto de
levadura 0.5% (p/v), bactotriptona 1.0% (p/v), NaCl 1.0% (p/v). Para el
crecimiento de bacterias con plasmidos se afnadié al medio ampicilina (50
mg/L) como factor de presion selectiva. Los cultivos se realizaron a 37 °C,
con agitacion (200 rpm). Para los cultivos en placa el medio fue

suplementado con agar bacterioldgico al 2% (p/v).

2.2- Levaduras

2.2.1- Crecimiento en condiciones de laboratorio

Los medios y las condiciones de cultivo utilizados para el crecimiento
de S. cerevisiae se describen en Adams ef al (1998). Las levaduras
crecieron a 30 °C, en un agitador orbital a 200 rpm en el caso de los medios

liquidos, o en una estufa en los medios sélidos. Para los cultivos en medio
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solido se afadio agar bacteriologico al 2% (p/v) y al 0.3% (p/v) para los
semisolidos.

El medio rico (YP) se compone de extracto de levadura 1% (p/v),
peptona bacteriolégica 2% (p/v) y una fuente de carbono al 2% (p/v)
dependiendo del caso: glucosa en el YPD, galactosa en el YPGal, glicerol en
el YPG o etanol en el YPE. Para la seleccion de transformantes se
suplemento el medio YPD con geneticina 200 mg/L o cicloheximida 1 mg/L.

El medio minimo completo (SC) contiene base nitrogenada para
levadura sin aminoacidos (YNB) 0.17% (p/v), sulfato amodnico 0.5% (p/v),
glucosa 2% (p/v) y 0.2% (p/v) de drop out (mezcla de todos los aminoacidos y
bases nitrogenadas), segun se describe en Adams y col. (1998). El medio
minimo (SD) es el SC sin drop out. El medio SD sin nitrégeno (SD-N)
contiene solamente base nitrogenada para levadura sin aminoacidos (YNB)
0.17% (p/v) y glucosa 2% (p/v).

2.2.2- Crecimiento en condiciones de microvinificacion

El crecimiento en condiciones de microvinificacion se llevé a cabo en
dos tipos de mosto, natural y sintético. EI mosto natural fue tinto de la
variedad Bobal cedido por bodegas Murviedro, suplementado con 10g/HL de
metabisulfito potasico y parcialmente clarificado por sedimentaciéon durante 1-
2 dias a 10 °C. Este mosto fue congelado inmediatamente hasta su
utilizaciéon. Tras su descongelacion a 4 °C, y con el fin de prevenir el
desarrollo de otros microorganismos, el mosto se desinfectdé con dimetil
dicarbonato (DMDC) 500ug/L, dejando actuar durante 12 horas. Previamente
al inéculo de las levaduras se realizé una siembra directa de unos 10 pL de
mosto en una placa de YPD, asegurando de esta manera que no existiera
ningun microorganismo presente y por ello no se estudié la imposiciéon de la
cepa inoculada durante la vinificacion. EI mosto sintético MS300 se realizé de
acuerdo a Riou y col. (1997) y se compone de glucosa 100 g/L, fructosa 100
g/L, acido malico 6 g/L, acido citrico 6 g/L, KH2PO4 0.75 g/L, K2SO4 0.5 g/L,
MgS04.7H20 0.25 g/L, CaCl2.2H20 0.155 g/L, NaCl 0.2 g/L. Como fuente de
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nitrogeno se anade NH4Cl 0.46 g/L y una mezcla que contiene los 20
aminoacidos. Dichas cantidades se dividieron a la mitad o cuarta parte para
obtener los mostos con menor cantidad de nitrégeno MS150 y MS75.
También contiene oligoelementos 1ml/L, (de una solucion formada por
MnS04.H20 4g/L, ZnSO4.7H20 4g/L, CuS04.5H20 1g/L, Kl 1g/L, CoCl2.6H20
0.4 g/L, HsBOs 1 g/L y (NHs4)eMo07024 1 g/L), vitaminas 10 ml/L (de una
solucion formada por mioinositol 2 g/L, pantotenato de calcio 0.15 g/L,
hidrocloruro de tiamina 0.025 g/L, acido nicotinico 0.79 mg/L, piridoxina 0.025
g/L y biotina 0.3 mg/L) y factores anaerobios 1 ml/L (de una solucién formada
por ergosterol 1.5 mL/100 mL de etanol puro y Tween 20 (1:1) y acido oleico
0.5 ml/100 mL de la misma mezcla). El pH del mosto se ajusté a 3.3 con
NaOH y se autoclavé tras su preparacion.

Los experimentos en los dos tipos de mosto se realizaron a partir de
precultivos liquidos en YPD procedentes de colonias aisladas y crecidos
durante 48 horas, de manera que el estado metabdlico de las células sea lo
mas parecido posible al que se encuentra en los in6culos que se realizan en
las bodegas. Las vinificaciones se llevaron a cabo a 22 °C para los mostos
naturales y a 24 °C para el mosto sintético en agitacion muy suave a 50
r.p.m. en tubos cénicos de centrifuga desechables de 30 6 50 mL,
dependiendo del volumen necesario para cada experimento. El crecimiento
del cultivo se sigui6 mediante el recuento en placas de YPD de células
viables, tras efectuar la correspondiente dilucion en agua con el fin de

sembrar unas 106 células/mL.

2.2.3- Condiciones de envejecimiento cronoldgico

Los estudios de envejecimiento cronoldgico de las distintas cepas de
levadura se realizaron segun lo descrito por Fabrizio y Longo (2003). Para
ello se inocularon células en 25 mL de medio SC a una D.Osco de 0.1,
procedentes de un precultivo en medio YPD crecidas hasta saturacion
durante 48 h. Las cinéticas de envejecimiento se realizaron en un agitador

orbital a 200 rpm a 30 °C. Estos cultivos se dejaron crecer durante 3 dias,
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tomando la viabilidad de este punto como referencia (10). Para ello se efectud
un recuento en placa de YPD de células viables, tras efectuar la
correspondiente dilucion en agua. Posteriormente se fueron tomando
muestras a distintos tiempos procediendo de la misma manera, tomando el t0
como 100% de viabilidad y representando la supervivencia en escala

logaritmica, ajustando el valor minimo de acuerdo a los valores obtenidos.

2.2.4- Condiciones de autofagia

Los experimentos de induccion de la autofagia se realizaron segun
los descrito por Onodera y Ohsumi (2004), con algunas modificaciones. Para
ello se inocularon células procedentes de un precultivo en medio YPD crecido
durante toda la noche en 200 mL de YPD a D.O.s00 de 0.1 y se dejaron crecer
hasta una D.O.soo de 1. Entonces, las células se recogieron por
centrifugacion, se realizé un lavado en NaCl 0.8% y se resuspendieron en 20
mL de medio SD-N. Posteriormente se tomaron alicuotas de 3 mL a distintos
tiempos, se recogieron las células por centrifugacion, se lavaron en NaCl

0.8% y se guardaron a —80 °C hasta su posterior utilizacion.

2.2.5- Medida de la resistencia a estrés

El estudio de la respuesta a estrés de las diferentes cepas se llevo a
cabo en diversas condiciones de crecimiento. En condiciones de laboratorio
se utilizé medio rico YPD para las medidas en crecimiento exponencial
(D.O.600 de 0.5) y en estado estacionario (2 dias de crecimiento a partir de un
preinéculo). En condiciones de vinificacion se utilizé tanto el mosto natural
como el sintético, dependiendo del caso. El andlisis de la resistencia a estrés
se realiz6 mediante recuento de viables en placa con medio YPD.

Para determinar la resistencia a estrés oxidativo se afiadié al medio
de cultivo H202 5 mM 6 hidroperédxido de terc-butilo 5 mM durante 1 hora.
También se midi6 el halo de inhibicion del crecimiento (tras 12 h de

crecimiento en medio YPD), producido por la aplicacion de 10 uL de H20:2 al
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30% 6 10 uL de hidroperéxido de terc-butilo al 70% sobre un disco de 0.5 cm
de diametro de papel de filtro colocado en el centro de la placa.

Para provocar un estrés por etanol se afadié un 10% al medio
durante 1 hora.

Para provocar un estrés por alta concentracion de glucosa las células
se recogieron previamente por centrifugacion (3500 rpm durante 3 min) y se
resuspendieron en medio YPD con glucosa al 20% durante 1 hora.

En el estudio del efecto de los diferentes agentes estresantes en el
envejecimiento cronoldgico, éstos se afadieron a tiempo 0 y se dejaron
actuar durante todo el proceso. El acetaldehido se afadid a 112 mg/L, el
acetato a 400 mg/L, el etanol a 800 mg/L, condiciones que entran dentro del
rango normal de concentracion presentes durante la vinificacion. En el caso
del efecto de los polifenoles y de los precursores del NAD* en el
envejecimiento cronolégico o en el proceso de vinificacion, se afiadié
resveratrol 2 mg/L, quercetina 9 mg/L, nicotinamida 1mM 6 acido nicotinico
TmM.

2.2.6. Medida de adherencia, formacion de biofilm interfasico aire-liquido y

morfologia de colonia

En la medida de la adherencia se utilizé el protocolo de Fidalgo ef a/,
(2006). Las células se crecieron en YPD hasta una D.O.s00 de 1y se transfirié
una alicuota de 100 puL a un pocillo de una placa de poliestireno de 96
pocillos y se incubé durante 1 h a 30 °C. Posteriormente las células se
lavaron y se tifieron con una solucion de cristal violeta al 1 % durante 15 min,
se lavaron los pocillos 5 veces con agua, eliminando las células no adheridas
y se midié la D.O.s7o0.

En el estudio de la formacion de velo se resuspendieron las células
procedentes de un cultivo estacionario en YPD en un tubo de vidrio
conteniendo 5 mL de medio de flor (medio SD que contiene un 2% (v/v) de

etanol en lugar de glucosa) o en vino blanco con una concentracion final de
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15% de etanol. Las células se dejaron crecer durante una semana en
condiciones estaticas.

Para el estudio de la morfologia de biofilm (mafs) se utilizd el
procedimiento propuesto por Reynolds y Fink (2001). Para ello se cogi6é con
un palillo células procedentes de una colonia fresca y se depositaron en el
centro de una placa de agar semi-sélido (0.3% de agar) efectuando una unica
puncién. Posteriormente se hizo un seguimiento progresivo del crecimiento
durante 2 o 3 semanas a temperatura ambiente en condiciones estaticas.
Posteriormente se colocé film transparente de plastico sobre el mafy con un

aparato de réplica en placa se presioné ligeramente durante 5 segundos.

3.- Métodos de manipulacién y analisis de acidos nucleicos

3.1- Obtencion de DNA

3.1.1- DNA plasmidico

Para la obtencién de plasmidos de E.coli se utilizd6 un kit comercial
(Perfectprep Plasmid Midi, Epperdorf) basado en la lisis alcalina segun
describe el protocolo de Sambrook y Russell (2001) y se siguieron las

instrucciones del fabricante.

3.1.2- DNA gendmico de levadura

Se utilizé6 el método de aislamiento de DNA gendmico de levadura
para analisis por PCR, descrito por Hoffman y Winston (1987), con ligeras
modificaciones. Se llevé a cabo a partir de cultivos de 5 mL crecidos a
saturacién en medio rico YPD. Las células se rompieron en tampdn de lisis
(Triton X-100 2% (p/v), SDS 1% (p/v), NaCl 100mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.0,
EDTA 1 mM) con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)

y un volumen de perlas de vidrio. La rotura se llevé a cabo por agitacioén en
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un aparato FastPrep®24 a 5.5 de intensidad durante 30 segundos con 3
repeticiones. Tras centrifugar, los acidos nucleicos se precipitaron con etanol
y posteriormente se resuspendieron en tampén TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1
mM) y se realizé un tratamiento con RNasa A. 10 mg de DNA gendmico se
digirieron con la enzima de restriccion XAol para analizar la longitud de los

teldbmeros.

3.2- Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Se utilizé la PCR para la construccion y comprobacién de las
diferentes modificaciones genéticas realizadas en las cepas de levadura, asi
como en la sintesis de sondas de DNA utilizadas en las hibridaciones de
filtros de RNA. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25
pL 6 100 pL, segun fuera la PCR analitica o preparativa, con 3.0 ng/uL de
DNA molde genomico 6 0.4 ng/uL de DNA plasmidico, 1.0 pmol/uL de cada
cebador, dNTPs 0.25 mM, 1.0 U de polimerasa BioTaq (Bio-21040, Bioline),
MgCl2 3.0 mM y el tampdn suministrado por la casa comercial (Tween-20
0.01% (p/v), (NH4)2SO4 16 mM, Tris-HCI 67 mM pH 8.8). Las condiciones de
reaccion fueron: 1 ciclo de 3 min a 94 °C, 25-40 ciclos compuestos de 30 s a
94 °C, 30 s a la temperatura 6ptima de hibridacion para cada par de
oligonucleétidos y un tiempo variable (1 m por Kb) a 72 °C, y finalmente un
ciclo de 10 min a 72 °C.

En algunos casos, para la comprobacién de transformantes de
levadura, se realizaron PCRs analiticas utilizando como molde una colonia de
levadura disuelta en 3 uL NaOH 0.01 M, previamente congelada a —-80 °C
durante unos segundos y calentada a 95 °C durante 10 min para provocar la

lisis celular.

3.3- Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA se llevd a cabo en geles

horizontales de agarosa a una concentracion variable (0.8-1.2% (p/v)) segun
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el tamafo de los fragmentos a separar, preparados en tampon TBE 0.5X
(Tris-HCI 44.5 mM, acido boérico 44.5 mM, EDTA 1.25 mM), que también fue
utilizado como tampon de electroforesis. Las muestras se disolvieron en
tampdn de carga (azul de bromofenol 0.25% (p/v), xilen cianol 0.25% (p/v),
glicerol 30%) y las electroforesis se realizaron a voltaje constante entre 2.0-
10 V/cm segun la concentracion de agarosa y la resolucién requerida. Para la
deteccion del DNA se afiadié bromuro de etidio al gel a una concentracién de
0.5 pg/ml.

Las imagenes de los geles con bromuro de etidio se capturaron con
una camara Koadak Digital Science DC120, y el andlisis de la intensidad de

las bandas se realiz6 con el software /mageGauge 4.0 de Fujifilm.

3.4-  Aislamiento de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Para aislar fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se
recortdé la banda de interés y se utilizé el kit comercial Eazy Nucleic Acid

Isolation (Omega Bio-Tek), siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.5- Construccién de plasmidos

El plasmido pKanMX-MET17p utilizado para sobreexpresar
determinados genes bajo el control del promotor MET77 en las diferentes
cepas de levadura, se construy6 clonando el promotor de MET77 en el sitio
EcoRV del plasmido pUG6. Para ello se amplifico mediante PCR la zona del
promotor del gen MET77 utilizando los oligonucle6tidos MET17a y MET17b
(Tabla M.3). Este fragmento se introdujo en el sitio romo EcoRV del plasmido
pUGB6, que contiene el gen kan” de E. coliflanqueado por secuencias /oxP del
fago P1. Las técnicas de clonaje molecular se siguieron de Sambrook y
Russell (2001)
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3.6- Obtencion de RNA total de levadura

Las células se recogidas por centrifugacion, lavadas en agua y
congeladas a —-80 °C, se resuspendieron en 0.5 mL de tampén TES (Tris-HCI
10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, SDS 0.5% (p/v)) y se procedi6 a la extraccién de
RNA mediante la adicién de 0.5 mL fenol acido y un volumen de perlas de
vidrio. La rotura se llevé a cabo por agitacién en un aparato FastPrep®-24 a
5.5 de intensidad durante 30 segundos con 3 repeticiones. Tras centrifugar a
13000 rpm durante 5 min se repitié la extraccidn con fenol:cloroformo (5:1) y
se volvi6 a centrifugar. Se realizd wuna ultima extraccibn con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y tras centrifugar, el RNA se precipité con
0.1 V de LiCl 5 My 2.5 V de etanol absoluto a =20 °C durante al menos 3
horas. El precipitado se lavd con etanol al 70% (v/v) y se resuspendio en
agua libre de RNasas. La concentracion de RNA se determind
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 260 nm de una dilucién
adecuada de la solucion de RNA. En la obtencion de RNA para los
experimentos con micromatrices de DNA, se efectuaron dos extracciones
adicionales con fenol:cloroformo (5:1) y se realizaron dos precipitaciones, una
con 1 volumen de LiCl y otra con 0.1 V de NaOAc 3 My 2 V de etanol

absoluto.

3.7- Electroforesis de RNA en geles desnaturalizantes de agarosa

Las muestras se prepararon segun se describe en Sambrook y
Russell (2001), mezclando 2.0-10 ug de RNA disuelto en 2.5 ulL agua con 1.2
uL de MOPS 10X (MOPS 20 mM pH 7, acetato sédico 8 mM, EDTA 1 mM),
2.1 pL de formaldehido y 6 puL de formamida desionizada. Se afiadié 2 L de
tampon de carga 6X con bromuro de etidio (glicerol 50% (v/v), EDTA 1 mM,
azul de bromofenol 0.25% (p/v), xilen cianol 0.25% (p/v), bromuro de etidio

0.01% (p/v)) y se desnaturalizaron a 65 °C durante 15 min.
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Las electroforesis se realizaron en geles horizontales de agarosa, a
una concentracion entre 0.75-1-2% (p/v), dependiendo del tamafio del mMRNA
del gen a estudiar, con formaldehido 2.2 M y tampén MOPS 1x.

Las imagenes de los geles se capturaron con una camara Kodak
Digital Science DC120, y el analisis de la intensidad de las bandas se realiz6

con el software /mageGauge 4.0 de Fuijifilm.

3.8- Transferencia de acidos nucleicos a filtros

En la transferencia de acidos nucleicos se utilizaron filtros de nylon
Hibond-N (Amersham Pharmacia) y se siguidé el protocolo descrito en
Sambrook y Russell (2001). Para DNA se tratd el gel durante 45 min en
tampén de desnaturalizacion (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) y se neutralizé
durante 30 min en tampdn de neutralizacion (Tris-HCI 1 M pH 7.4, NaCl 1.5
M). Los geles de RNA se transfirieron directamente. Para ello se utilizd
tampdén SSC 20X (citrato sédico 0.3 M, NaCl 3 M, pH 7) y se efectud la
transferencia por capilaridad durante al menos 12 horas. Posteriormente, tras
lavar el filtro en SSC 6X y dejarlo secar, el RNA se fijé6 a la membrana
mediante su exposicion a la luz UV durante 20 s a 120 Julios en un aparato
BLX-254 (Vibler Lourmat, Francia).

3.9- Marcaje de fragmentos de DNA con digoxigenina-11-dUTP

Los fragmentos de DNA utilizados como sondas se sintetizaron
mediante una reaccion de PCR preparativa, utilizando una mezcla de
nucledtidos (PCR DIG Labeling Mix, de Roche), que contiene ademas de los

4 desoxirribonucledtidos, digoxigenina-11-dUTP (DIG).

3.10- Hibridacion de acidos nucleicos

Para la prehibridacién y la hibridacién de los filtros de nylon se siguio

el protocolo descrito por Sambrook y Russell (2001), con algunas
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modificaciones. La prehibridacion se llevo a cabo durante al menos 2 horas a
42 °C en 10 mL de solucién de hibridacion (SSC 5X, denhards 5X, SDS
0.5X, formamida desionizada 50% (v/v), N-laurosylsarcosine 0.1% (p/v), DNA
arenque 2 ug/mL previamente desnaturalizado). Posteriormente se afiadié 20
uL de la sonda marcada con digoxigenina directamente a esta solucién. Tras
un periodo de hibridacion de 16-20 h a 42 °C se procedi6é al lavado de los
filtros. Se realizaron 2 lavados a temperatura ambiente con una solucién de
SSC 2X, SDS 0.1% (p/v) y otros 2 lavados a 65 °C con una solucién de SSC
0.1X, SDS 0.1% (p/v).

3.11- Inmunodeteccion de acidos nucleicos

La inmunodeteccion se llevd a cabo utilizando un kit comercial (D/G
Northern Starter Kit, de Roche). Tras la hibridacién y los lavados astringentes,
se procedi6é al bloqueo de las membranas mediante una incubacién de 30
min a temperatura ambiente en 10 mL de solucion de bloqueo.
Posteriormente se incubd otros 30 min con solucién de bloqueo conteniendo
el anticuerpo en una dilucion 1/10000 (v/v) (Anti-DIG conjugado con fosfatasa
alcalina). Tras la incubacion se realizaron dos lavados de 15 min a
temperatura ambiente con una solucion de acido maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M
pH 7.5, tween-20 0.3% (v/v). Las membranas se equilibraron durante 5 min

en una solucién que contenia Tris-HCI 0.1 M pH9.5, 0.1 M NaCl.

3.12- Revelado y cuantificacién

La deteccidn se realizé mediante quimioluminiscencia, cubriendo la
membrana con unos 2 mL de reactivo CDP-Sfar (D/G Northern Starter Kit, de
Roche) e incubando 15 min. Para la captacién y el analisis de las imagenes
se utilizé una camara y software LAS-1000 de Fuijifilm. Para la cuantificacion
de los niveles relativos de acidos nucleicos se utilizé el software /mageGauge
4.0 de Fuijifilm.
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3.13- Micromatrices de DNA
La obtencion y marcaje de cDNA, asi como la hibridacion de las
micromatrices fue realizado por el servicio de gendmica y protedmica del

Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA-CSIC).

3.13.1- Obtencién y marcaje de cDNA

Se incubaron 20 ug de RNA con 1 ug de oligo dT (Roche) a 70 °C
durante 5 min y se transfirid a hielo. Se afnadieron 6 uL de tampoén 5X para
SuperScript Il (Invitrogen), 1.5 uL de DTT 0.1 M, 1 uL de inhibidor de
RNAsas, 2 uL de una mezcla de dNTPs (Invitrogen) a una concentracion de
10 mM cada uno, 10 mM de aminoalil-dUTP (Fermentas) y 2 uL de
SuperScript (200 U/mL, Invitrogen). La mezcla se incubd a 50 °C durante
toda la noche. Posteriormente se inactivé térmicamente el enzima incubando
a 70 °C durante 10 min. Para hidrolizar el RNA se afadi6é 10 uL de NaOH 1 M
y 10 uL de EDTA 0.5 M pH 8.0 y se incub6 a 70 °C 15 min. A continuacion se
neutralizé con 10 uL de HCI 1 M y se purificé el cDNA con columnas
utilizando el kit MinElute PCR Purification (Qiagen), siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Para el marcaje se incubaron de 1.5 - 2 pg de aminoalil-cDNA (AA-
cDNA) obtenido junto con 3 uL de los fluoréforos Cy3® y Cy5® (Amersham) a
mH basico durante 2 h a temperatura ambiente. EI cDNA marcado se purifico
mediante el kit MinElute PCR Purification (Qiagen).

3.13.2- Hibridacién y andlisis de micromatrices de DNA

Los cristales se incubaron con 50 mL de solucion de prehibridacién
(SSC 3X, SDS 0.1% (p/v), BSA 0.1% (p/v)) durante 1 h a 42 °C. A
continuacion se lavaron 15 s en agua miliQ, 2 s en isopropanol y 2 s en agua

miliQ a temperatura ambiente y finalmente se secaron al aire.
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Para la hibridacion se resuspendieron 200 pmoles de AA-cDNA-
Cy3®/Cy5® en solucion de hibridacién (formamida 50% (v/v), SDS 0.1% (p/v),
DNA de esperma de salmén 0.1 g/mL). Se aplicd la mezcla sobre cada cristal
y se incubaron durante 16 — 20 h a 42 °C en oscuridad en un bafio de agua.
Se realizé un lavado con una solucion de SSC 2X, SDS 0.1% (p/v), a 42 °C
durante 5 min, 5 lavados de 1 min con SSC 0.1X, SDS 0.1% (p/v) y un ultimo
lavado de 5 s con SSC 0.01X, SDS 0.1% (p/v). Finalmente los cristales se
secan mediante centrifugacion a 1200 rpm durante 10 min.

Las micromatrices se escanearon en un aparato GenePix® Personal
41002 (Axon), utilizando el programa de imagen GenePixPro6. El analisis y
normalizacion de los datos se llevd a cabo con el programa Aguity 4.0 (Axon
Instruments), realizando previamente un prefiltrado de los valores obtenidos
para eliminar todos aquellos que no superaban significativamente 2 veces el
valor de fondo. Para la normalizacion de los datos se utilizé el ratio de todas
las medias obtenidas a partir de los dos valores de intensidad existentes para
cada gen y asumiendo un valor transcriptémico promedio cercano a 1.
Finalmente el analisis de grupos funcionales se realiz6 utilizando los

programas FuncAssociate (http://llama.mshri.on.ca/cgi/func/funcassociate) y

GO term finder (http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder.pl),

de libre acceso en la web.

4.- Métodos de obtencién y analisis de proteinas

4.1- Extraccion de proteinas

Los extractos proteicos se prepararon siguiendo diversos protocolos
en funcién de la utilizacion posterior de las muestras. En todos los casos se
procedio a la rotura de las células de manera mecanica por agitacion en un
aparato FastPrep®-24 y afiadiendo 1 volimen de tampén de lisis (de diferente
composicién dependiendo del caso) y 1 volumen de perlas de vidrio. Las

muestras se centrifugaron 2 veces a 14000 rpm durante 5 y 10 min y se
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recogio el sobrenadante. La cuantificacién de proteina de los extractos se
realizé utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando el
reactivo comercializado por Bio-Rad y una recta patrén con seroalbumina
(BSA).

4.1.1- Preparacion de extractos para estudiar los niveles de proteina

mediante Western blot

En todos los experimentos donde se estudia el nivel de expresioén de
proteinas, (autofagia de Ald6p, expresion de Ald4/6p y Adh durante la
vinificacion, niveles de Adh1-2p y Sir2p), se recogieron células a distintos
tiempos por centrifugacion, se lavaron en agua fria o en NaCl 0.8% segun el
caso y se congelaron a —-80 °C hasta su utilizacién. Las proteinas se
extrajeron en 300 puL de tampédn de lisis (Tris-HCI 1 M pH 7.5, NaCl 5 M,
MgCl2 1 M, NP40 10% (v/v), PMSF 0.1M y una tableta por cada 10 mL de
una mezcla de inhibidores de proteasas comercial (complete Mini, EDTA-free
de Roche). Tras centrifugar las muestras y cuantificar la concentracién de
proteina, se igualaron a una concentracion de 5 pug/uL con tampoén de lisis y
se afiadié tampdn de carga de proteinas 4X (Tris-HCI 240 mM pH 6.8, SDS
8% (p/v), glicerol 40% (v/v), B-mercaptoetanol 10% (v/v), azul de bromofenol
0.08% (p/v)). Las muestras se desnaturalizaron a 100 °C durante 5 min y se

guardaron a —20 °C hasta su utilizacion.

4.1.2- Preparacion de extractos proteicos para determinar la actividad

enzimatica

Para determinar las distintas actividades enzimaticas, se recogieron
células por centrifugacion, procedentes de distintos medios de cultivo y a
diferentes tiempos, segun el caso. Las células se lavaron en agua fria y se
congelaron a —80 °C hasta su utilizacién. Las proteinas se extrajeron por
agitacion en tampon de lisis de actividad enzimatica (tampdn fosfato 100 mM

pH 7.5, MgCl2 2 mM, DTT 1 mM). Tras realizar las dos centrifugaciones, se
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cuantificd la concentracién de proteina y se ajusté la concentraciéon de las
diferentes muestras con tampdén de lisis de actividad enzimatica para
minimizar el error al normalizar la actividad con respecto a la concentracion
de proteina. Los experimentos de medicion de actividades enzimaticas se

realizaron inmediatamente después de obtener los extractos proteicos.

4.1.2- Preparacion de extractos proteicos para purificar mediante

inmunoprecipitacion

Las células se tomaron en las condiciones apropiadas y se lavaron
en agua fria y se congelaron a -80 °C hasta su utilizacion. Los extractos se
realizaron en 100 puL de tampén de lisis ( Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150
mM, nonidet p-40 0,1%, glicerol 10%, EDTA 5 mM) conteniendo inhibidores
de proteasas (PMSF 0,4 mM y una pastilla de coctel de inhibidores de Roche
para 10 mL) e inhibidores de las desacetilasas (tricostatina 1 mM vy
nicotinamida 5 mM). Las proteinas se extrajeron por agitaciéon con perlas de

vidrio y se centrifugé dos veces 10 min a 14000 rpm.

4.2- Inmunoprecipitacién de proteinas

500 mg de extracto total de proteinas se diluyeron en 1 mL de
tampdn de lisis con inhibidores de proteasas y de desacetilasas y se
anadieron 20 uL de Proteina-A agarosa (Santa Cruz) y se incub6é 20 min a 4
°C. Se centrifugd 15 min a 14000 rpm. Se tomoé el sobrenadante y se
anadieron 2,5 ug de anticuerpos anti-Adh y anti-Ald y se incubd a 4 °C
durante 90 min. Se adicionaron 25 uL de proteina-A agarosa y se mantuvo de
2 a 4 horas a 4 °C. Se centrifugd suavemente 5 min a 2500 rpm y se elimind
el sobrenadante y se lavo 3 veces en tampoén de lavado (tampdn de lisis con
Triton 0.5% y NaCl 0.5 mM) en frio y se resuspendi6 en 20 pL de tampdn de
carga 1X, se calenté a 3 min a 100 °C, se centrifugd 5 min a 2500 rpm y se

cogi6 el sobrenadante.
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4.3- Técnicas electroforéticas

4.3.1- Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Las electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realizaron
para el analisis de proteinas. Las electroforesis se realizaron en el sistema de
mini geles X-Cell de Invitrogen. Los geles contienen 0.375 mM Tris-HCI pH 8,
SDS 0.1% y cantidades variables de acrilamida a partir de un stock de
acrilamida/bisacrilamida (19:1) del 40% de BioRad, segun el tamarfio de la
proteina a analizar. Para separar Ald6p y Ald4 se utilizé un 8% de acrilamida.
El gel concentrador (pregel) contiene TrisHCI 125 mM pH 6.8, SDS 0.1% vy
acrilabida/bisacrilamida al 5%. La gelificacion se produjo anadiendo
persulfato amoénico 0.08% como iniciador y 5 uL de TEMED (N,N, N', N'-
tetrametilendiamina) como catalizador. Los geles se corrieron a 100 V / 20
mA durante un tiempo variable, dependiendo también de la proteina a
analizar (2.5 h en la separacion de Ald6p y Ald4p y alrededor de 1 h en las
demas proteinas), en tampon de electroforesis (Tris-HCI 25 mM pH 8.8 y
glicina 192 mM).

4.3.2- Transferencia del gel (Wesfern blo?) e inmunodeteccion de proteinas

Se transfirieron los geles de SDS-PAGE a membranas de
polivinildenedifluoruro (PVDF) de Amersan Biosciences, mediante el sistema
sistema X-Cell de /nvifrogen de transferencia humeda durante 1.5 h a 40 V,
en tampon de transferencia (Tris-HCI 48 mM pH 8.0, glicina 39 mM, metanol
10% y SDS 0.0375%). Las membranas se equilibraron previamente en
metanol 10% durante 10 s y posteriormente hidratadas en agua durante 10
min.

Para la inmunodeteccién, las membranas se lavaron 5 min con PBS
(NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4x7H20 4.4 mM, KH2PO4 1.4 mM pH
7.3) a temperatura ambiente posteriormente se incubaron en solucion de
bloqueo durante toda la noche a 4 °C en PBS-T (PBS con 0,1% Tween 20
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(v/v)), con 5 % (p/v) de agente bloqueante (GE Lifesciences). A continuaciéon
la membrana se incubd con el anticuerpo primario diluido convenientemente
en tampdén PBS-T durante 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron 3
lavados de 5 min en PBS-T y se incubd con el anticuerpo secundario
conjugado con la peroxidasa de rabano (HRP) diluido en PBS-T. Por ultimo
se realizaron 5 lavados de 5 min en PBS-T y se procedi6 al revelado de la
membrana. Los diferentes anticuerpos utilizados en este trabajo se detallan

en la Tabla M 4.

Tabla M.4. Anticuerpos utilizados en este trabajo.

Ac 1° Procedencia Dilucién Ac 2° Procedencia Dilucién
Anti-Ald RocKland 1/500 Anti-conejo Amersham 1/5000
Anti-Adh Acris R1049 1/1000 Anti-conejo Amersham 1/5000

Anti-Lys AC Santa Cruz 1/200 Anti-raton Amersham 1/2500
Anti-Sir2 Santa Cruz 1/200 Anti-conejo Amersham 1/2500
Anti-myc Santa Cruz 1/1000 Anti-ratén Amersham 1/4000

4.3.2- Revelado y cuantificacién

La deteccidon de proteinas se llevé a cabo mediante luminiscencia,
utilizando el reactivo Lumigen TMA-6 (Amersham Biosciences), con una
dilucion 1:1 de solucion A y B. Para la captacion de las imagenes se utilizd
una camara y software LAS-7000 de Fujiflm. Para la cuantificacion de los

niveles de proteina se utilizé el programa de imagen Quantity One.

4.4- Determinacion de actividades enzimaticas

4.4.1- Métodos espectrofotométricos

Para determinar actividades por métodos espectrofotométricos, los

sedimentos celulares se descongelaron en hielo con 300-500 pl de tampon
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fosfato 100 mM con MgClz 2mM vy dititiotreitol 1mM. Las células se rompieron
con un volumen de perlas de vidrio en un FastPrep®-24 y se centrifugaron
2x10 min a 13000 rpm. Se midi6 la concentracion de proteinas en los
sobrenadantes con el kit de cuantificacion de proteinas de BioRad y se
ajustaron las concentraciones de los diversos extractos a ensayar.

La piruvato descarboxilasa (PDC; EC 4.1.1.1) se ensay6 en tampdn
imidazol-HCI 40 mM (pH 6.5), MgCl2 5mM, pirofosfato de tiamina 0.2 mM,
NADH 0.15 mM y alcohol deshidrogenasa (88 U) en un volumen final de 1 mL
(Postma ef al, 1989). Tras anadir el extracto (5-10 ulL) se incubd a
temperatura ambiente durante 5 min y se inici6 la reaccién tras la adicion de
piruvato potasico 50 mM. La progresion de la reaccién se midid a Aasso
observandose el consumo de NADH.

La alcohol deshidrogenasa (ADH; EC 1.1.1.1) se ensay6 en tampdn
glicina-KOH (pH 9.0) 50 mM con NAD* 1 mM (Postma ef a/, 1989). Se
ensayaron 1-2 ul de extracto en un volumen final de 1 mL presencia de 100
mM de etanol a Assw. Para determinar la actividad Adh2p se calento el
extracto durante 15 min a 61 °C para eliminar el resto de actividades Adh .

La aldehido deshidrogenasa citosdlica (Ald6p; EC 1.2.1.4) se ensayd
en tampdn Hepes (pH 7.5) 50 mM con 32.5 uM de NADP+*, MgCl2 3.75 mM en
un volumen final de 1 mL (Aranda and del Olmo MI, 2003). La reaccién se
inicio con la adicion de acetaldehido a 125 uM. La isoenzima mitocondrial
(Ald4p; EC1.2.1.5) se analiz6 en tampon Tris-HCI (pH 8) 62.5 mM, NAD+ 375
mM, DTT 0.75 mM, KCI 62.5 mM, pirazol 1 mM, azida sédica 5 mM y
acetaldehido 1.5 mM. Ambas se midieron siguiendo la aparicién de NAD(P)H
a Aasao.

La acetil-CoA sintetasa (ACS; EC 6.2.1.1) se determind utilizando los
ingredientes del kit de determinacién de acido acético de r-Biopharm (Roche),

utilizando como iniciador de la reaccion acetato potasico 10 mM.
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4.4.2- Zimogramas

Para el andlisis de la alcohol deshidrogenasa en gel de
poliacrilamida, se rompieron las células en presencia de un volumen de
perlas de vidrio en tampén Tris-HClI 50 mM ph 6.8, 25% dglicerol y B-
mercaptoetanol 100 mM (Williamson ef a/, 1980). Las muestras se cargaron
en un gel no desnaturalizande NuPAGE Tris-Acetato del 7% (Invitrogen) y la
actividad se reveld en una mezcla de Tris-HCI ph 8.5 50 mM, etanol 4% (v/v),
NAD+ 0.77 mg/mL, MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil)tiazolil-2,5-difenil
tetrazolio) 0.192 mg/mL y PMS (fenazina etasulfato) 0.019 mg/mL.

5.- Medida de parametros bioquimicos, enolégicos y redox

5.1- Determinacioén de azucares reductores

Este método es una adaptacion del protocolo de Robyt y Whelan
(1972). Las diluciones correspondientes de los sobrenadantes de las
vinificaciones se mezclaron con un volumen de una mezcla de acido dinitro-
3,5-salicilico 0.1 g/mL, NaOH 16 mg/mL y tartato doble Na-K, 3 g/L y se hirvid
5 min a 100 °C. Se midi6 la Asso mM y se interpolaron las medidas de

absorbancia con una curva patrén preparada a partir de glucosa 2 g/L.

5.2- Determinacion de etanol

La cuantificacion de etanol se realizd en se ensayd en tampdn
glicina-KOH (pH 9.7) 0.2 M y 0.3 M respectivamente con NAD* 2 mM y
alcohol deshidrogenasa de levadura 20 U/mL en un volumen final de 1 mL al
cual se afaden 200 puL de muestra (generalmente una dilucién 1:5000 si
medimos el final de una vinificacién) o de una disolucion de etanol patrén de
1.2 mM. Se midié la As4o tras 15 minutos de incubacion y se interpold con la

curva patrén.
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5.3-  Determinacion de acido acético, acetaldehido y glicerol

Estos metabolitos se determinaron utilizando los kits de r-biopharm

(Roche) segun las instrucciones del fabricante.

5.4- Determinacion de la peroxidacion de lipidos

La determinacion de peroxidacion de lipidos se llevo a cabo mediante
la reaccion del acido tiobarbiturico con el malondialdehido (MDA) producido
por la rotura de los acidos grasos oxidados, segun se describe en Goémez-
Pastor et a/. (2010b). 50 mg de células se rompieron mediante agitacion con
0.3 g de perlas de vidrio en 0.5 mL de tampén fosfato sédico 50 mM pH 6.0 y
10% acido tricloroacético. La rotura se llevé a cabo en un FastPrep®-24, con
3 series de 30 s a 5.5 de intensidad. Después de centrifugar 10 min a 13000
rpm, 300 uL del sobrenadante de mezclé 100 uL de EDTA 0.1 My 600 uL de
acido tiobarbiturico 1% en NaOH 0.05M y se incubo6 a 100°C durante 15 min.
Después de enfriar en hielo y centrifugar para eliminar posibles precipitados,
se midi6 mediante Asss el malondialdehido (e=1,56x105> M-'cm-'). Los

resultados se expresaron en nmoles de MDA por mg de células.

6.- Meétodos de manipulaciéon de microorganismos

6.1- Transformacién de Escherichia coli

Las transformaciones de E. coli se realizaron segun el protocolo
descrito por Hanahan (1983). Se partié de células competentes obtenidas
mediante el método del RbCI (Sambrook y Russell, 2001) descongeladas en
hielo. Se anadioé entre 1 y 20 ng de DNA en un volumen no superior al 5%
(v/v) del volumen de competentes, se mezclé6 suavemente y se incubd

durante 30 minutos en hielo. Seguidamente se dio un choque térmico a 42°C
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durante 90 segundos y se dejé de nuevo en hielo 5 minutos. Las células
fueron después recuperadas afadiendo 4 volumenes de LB e incubando
durante 1 hora a 37°C. Finalmente se plaquearon en medio selectivo LB con

ampicilina.
6.2. Construccion de cepas de S. cerevisiae.

La manipulacion genética de levaduras se realizO mediante la
estrategia de recombinacién homologa de fragmentos cortos, presentes en
oligonucleétidos con los cuales se amplifican genes de seleccion. En el caso
de la disrupciones de utilizé el marcador reciclable /loxP-kanMX-loxP presente
en el plasmido pUG6 (Guldener ef al, 1996). Como norma general se
amplific el cassette de disrupcion utilizando 100 pmoles de los oligos de 60
nucledtidos llamados a y b (Tabla M3) y 50 ng del plasmido en un volumen de
100 pL. Se purificaron los fragmentos con un kit de purificacién de
fragmentos de PCR (Sigma) y se transformé directamente segun el protocolo
del apartado siguiente. Las colonias capaces de crecer en medio selectivo se
aislaron, y se analizaron por PCR utilizando el oligonucleétido llamado c
(situado en el promotor del gen a disrumpir) y el oligonucleétido K2 que
hibrida con el gen kanMX. Para detectar si hay copias adicionales se utiliz6 el
par de oligos c/d, donde d corresponde a una zona de la ORF del gen que se
ha eliminado durante la disrupcion.

El gen marcador esta flanqueado por sitios /oxP, reconocibles por la
recombinasa Cre del fago P1. Para eliminar el marcador con el fin de
disrumpir las copias adicionales que llevan las cepas industriales se
trasnsformé con el plasmido YEp-cre-cyh (Delneri ef al., 2000). Este plasmido
posee el gen Cre bajo el control del promotor GAL7, y utiliza un sistema de
seleccidon por un antibidtico diferente, la cicloheximida. Los transformantes se
crecieron toda la noche en medio YPD + cicloheximida y se lavaron con
YPGalactosa, incubandose durante tres horas para permitir la expresion de la
recombinasa, de diluyd en cultivo sembrandose en placas de YPD. Se
seleccionaron aquellas colonias incapaces de crecer en placas conteniendo

geneticina, y se comprobd la eliminacion del gen reportero mediante el par de
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oligos c/e, donde e es un oligo que hibrida con la region 3-UTR del gene en
cuestion, de manera que la PCR da una banda de tamaio reducido cuando el
gen reportero es eliminado.

Para la construccion de sobreexpresantes se utilizaron como moldes
para la PCR los plasmidos pKanMX-SPI1p y pKanMX-MET17p (Tabla M2),
con los oligos pertinentes capaces de amplificar estos moldes y de integrarse
en la regiéon promotora de los genes de interés (Cardona ef a/,, 2007). Para el
etiquetado con Myc-18 se utilizd en plasmido PFA6a-13Myc-KanMX6

(Longtine et al., 1998) y se procedidé de manera similar.

6.3. Transformacion de levadura

Las transformaciones de S. cerevisiae se realizaron siguiendo el
método del acetato de litio descrito por Ilto ef a/ (1983), con las
modificaciones introducidas por Gietz ef a/. (2002). A partir de cultivos de una
noche en YPD las células se diluyeron en 50 ml de este mismo medio de
cultivo hasta una absorbancia a 600 nm de 0.2. Cuando se alcanz6 una
absorbancia entre 1-2 se recogieron 108 células por transformaciéon y se
lavaron una vez con 25 mL de agua destilada estéril y otra vez con 1 mL.
Seguidamente se resuspendieron en 1 mL de agua y se separaron alicuotas
de 100 ul. Se centrifugaron y se resuspendieron en una mezcla de 240 ul de
una solucion de polietilenglicol (peso molecular medio 3350, 50% (p/v), 25 ul
de LiAc (1 M), 50 ul de DNA carrier (2 mg/mL) y 34 puL del DNA para
transformar completado el volumen con agua. El tubo se agit6 de forma
vigorosa con vortex durante 1 minuto, se incubd a 30°C durante 20 minutos y
seguidamente se realiz6 un choque térmico de 20 minutos a 42°C. Se
plaqued en YPD y se incubd a 30 °C durante la noche para replicar a la
mafana siguiente en placas selectivas, YPD + geneticina o SD +

cicloheximida.
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7.-  Técnicas microscépicas

Para la tincion con yoduro de propidio, 500 uL de cultivo se lavaron
en tampon PBS y se afiadieron 5 plL de una solucién stock de 1 mg/mL y se
incubd a temperatura ambiente en oscuridad durante 30 min. Las células se
lavaron con PBS y se visualizaron. Dihydrorodamina 123 se afiadi6 a 5
pg/mL de un stock de 2.5 mg/mL en etanol. Después de 2 horas de
incubacion en oscuridad a temperatura ambiente, las células se visualizaron.
Se utilizdé un filtro de rodamina en un microscopio de fluorescencia Nikon

eclipse 90i.

8.- Tratamiento estadistico de los resultados

En todos los resultados numéricos en los que se muestra un analisis
estadistico de los datos, la significatividad estadistica se obtuvo mediante un
test t de sfudent, de una cola con 2 grados de libertad, que compara las
medias de dos categorias dependientes a través de la desviacion tipica (DT).
Se ha considerado significativo aquellos valores con un valor de p (p-value)

menor o igual a 0.05, que corresponde a un intérvalo de confianza del 95%.
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Resultados y discusion
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1.- Determinantes
ambientales de la
longevidad en levaduras

vinicas

La longevidad cronoldgica viene determinada por numerosos factores
de distinta naturaleza, que pueden ser de origen genético o de origen
ambiental. En este primer apartado se ha abordado el estudio del efecto que
tienen ciertos determinantes ambientales, tanto fisicos como quimicos, en la
longevidad de las levaduras vinicas. Para ello se han realizado experimentos
de longevidad cronoldgica para estudiar el efecto en la misma de los
determinantes fisicos, como el pH y la temperatura. También se han
realizado microvinificaciones en mosto sintético para estudiar el efecto que
producen ciertos determinantes quimicos presentes en el mosto de uva,
como algunos polifenoles y los precursores del NAD+*, en el comportamiento

de las células durante la fermentacién vinica. El efecto promotor del
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envejecimiento que causan los compuestos de dos carbonos que surgen en
el metabolismo fermentativo también se ha abordado en este apartado. Por
ultimo, se ha comprobado el efecto que causa un tipo de restriccién dietaria,
la restriccién por nitrogeno, en el crecimiento celular durante la fermentacion

vinica y en el proceso de envejecimiento cronoldgico.

1.1- Determinantes fisicos de la LC

Entre los determinantes fisicos que tienen efecto en la longevidad de
las levaduras, el pH y la temperatura del medio son de especial relevancia en

el proceso de elaboracion del vino.

1.1.1- Efecto del pH

Como se ha descrito en la Introduccién, el pH del medio es un factor
clave en la longevidad celular. Se ha descrito que la acidificacion del medio
causada por el metabolismo fermentativo promueve el envejecimiento celular
(Burtner ef al, 2009), debido fundamentalmente a la acumulacién de acido
acético.

Con el fin de estudiar el efecto del pH en levaduras vinicas, y para
determinar si el caracter acido del mosto de uva respecto a los medios de
laboratorio puede ser un factor relevante para la longevidad, se investigo si
se producen cambios en la longevidad cronolégica de la cepa vinica
comercial EC1118, en funcion del pH del medio. Con este propdsito, se
realizaron experimentos de LC en medio rico SC a tres pH distintos, 3.5,4.5y
5.5 y se determino la viabilidad a lo largo del tiempo. Para ello se inocularon
células en medio SC a 0.1 de D.O.e00, procedentes de un precultivo en medio
rico YPD y a partir del tercer dia, donde se asume que todos los cultivos han
entrado en fase estacionaria, se comenz6 a tomar alicuotas de células a lo

largo del tiempo, y sembrarlas en placas con medio YPD tras realizar las
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diluciones oportunas, tomando ese dia como tiempo 0, con un 100% de
viabilidad (ver Materiales y Métodos, Apartado 2.2.3).

Como puede observarse en la Figura 1.1, de manera general, la
longevidad disminuye a medida que disminuye el pH del medio, tal y como se
habia descrito para levaduras de laboratorio. Sin embargo, se observa que a
pH 3.5, que esta en el rango de pH al que se han adaptado las levaduras
vinicas, el perfil de la fase de muerte es diferente, siendo la viabilidad inicial
(a tiempos 1 y 2 dias) mayor que a pH mas altos. Esto podria deberse a
diversos motivos. Por un lado, el pH acido del medio, y por tanto la mayor
diferencia de potencial de membrana ocasionado, podria estar actuando de
manera positiva facilitando el transporte de moléculas y por ello la
supervivencia a corto plazo mientras quedan recursos en el exterior.
También, este mayor crecimiento podria ser debido a que el pH acido
conduce a la activacidon de rutas de sefalizacion que promueven el
crecimiento y activan el metabolismo, como la ruta dependiente de cAMP,
que activa a la quinasa PKA (Burhans ef a/,, 2009). A tiempos mas largos, sin
nutrientes en el medio, la activacion de estas rutas causaria un elevado
estrés en la célula, que conllevaria la muerte celular por apoptosis
(Kaeberlein et al., 2010).
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Figura 1.1. Experimentos de LC en la cepa EC1118 a distintos pH (3.5, 4.5y 5.5). Se determino
el nimero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos tiempos del experimento
de envejecimiento, representandose la supervivencia en escala logaritmica. Los experimentos se

realizaron como minimo por triplicado y las barras de error muestran la desviacion tipica (DT).
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1.1.2- Efecto de la temperatura

En el metabolismo celular interviene de manera muy importante la
temperatura del medio, ya que la velocidad de los procesos bioquimicos
depende directamente de ésta, siempre que no se alcancen temperaturas de
desnaturalizacion térmica de las proteinas. La temperatura es un factor fisico
variable durante la vinificacién y, como se ha mencionado en la Introduccion,
y en cepas de laboratorio, el estrés térmico disminuye la LC (Smith ef a/,
2007).

Para estudiar el efecto de la temperatura en la longevidad de las
levaduras vinicas, se han realizado experimentos de LC en la cepa EC1118 a
distinta temperatura (24, 30 y 37 °C), y como se puede observar en la Figura
1.2, la longevidad disminuye conforme aumenta la temperatura del medio,
cayendo dramaticamente cuando superamos los 30°C. Asi pues, las
temperaturas mas altas, fuera del rango normal de vinificacion, aceleran la
muerte celular de las cepas vinicas de manera muy acusada. Disminuir la
temperatura es por tanto una intervenciéon razonable cuando se pretenda

minimizar la muerte y lisis celular durante la produccion de vino.

—m— 24°C
—=—30°C
—a—37°C

Supervivencia (%)

1 : : ;

2
t (dias)

Figura 1.2. Experimentos de LC de la cepa EC1118 a distinta temperatura (24, 30 y 37 °C). Se
determiné el niumero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos tiempos del
experimento de envejecimiento. Los experimentos se realizaron como minimo por triplicado y las

barras de error muestran la desviacion tipica (DT).
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1.2- Determinantes quimicos de la LC

Debido al enorme interés que suscita la busqueda de drogas anti-
envejecimiento, son numerosos los estudios que describen la existencia de
moléculas de muy diverso origen que podrian estar afectando a la longevidad
celular. Como se ha descrito en la Introduccion, el efecto de estas moléculas
es muy variado, ya que pueden actuar como antioxidantes, anticancerigenos,
antiapoptoticos, antiinflamatorios, etc. Los polifenoles presentes en el mosto
de uva, especialmente el estilbeno resveratrol, se han estudiado como
potenciales moléculas antienvejecimiento. También se ha descrito que la
composicion del medio de cultivo es determinante en la longevidad de las
levaduras, por ejemplo en lo que respecta a la restriccion dietaria. Los
subproductos del metabolismo celular (como etanol y acido acético), también
afectan al modo en que discurre el proceso de envejecimiento.

Con el fin de estudiar el efecto de la composicién quimica del entorno
en la longevidad de levaduras vinicas, se ha escogido la utilizacion de
diversos componentes relacionados con el proceso de vinificaciéon, como los
presentes de manera natural en el mosto o los producidos por la célula

durante el proceso de fermentacion.

1.2.1  Efecto de los polifenoles resveratrol y quercetina en la longevidad de

levaduras vinicas

En el mosto de uva abundan los polifenoles, siendo de especial
interés el resveratrol (un estilbeno) y la quercetina (un flavonoide), que son
compuestos cuya relacién con la longevidad celular ha sido ampliamente
estudiada en condiciones de laboratorio (Belinha ef al., 2007; Howitz ef al.,
2003).

Para estudiar el efecto que causan estos dos compuestos en el
crecimiento y en la longevidad cronolégica de levaduras vinicas, se realizaron
experimentos de vinificacion con la cepa EC1118 a escala de laboratorio.

Para controlar la concentracion de estos dos compuestos, las
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microvinificaciones se realizaron en mosto sintético, preparado en el
laboratorio tal y como se describe en el Apartado 2.2.2 de Materiales y
Métodos. A este mosto se le adicion6 resveratrol (Sigma) a 2 mg/L 6
quercetina (Sigma) a 9 mg/L, concentraciones habituales en el mosto de uva
natural (Gambuti ef al, 2004). Las células, procedentes de precultivos
incubados en medio rico YPD durante 48 horas, se inocularon en el mosto a
una densidad de 106 células/mL, in6culo cominmente utilizado en la industria
vinica. Para seguir la evolucion de la fermentacién vinica, se tomaron
muestras a distintos tiempos y se determiné la viabilidad celular mediante el
recuento en placa con medio rico YPD, y también el nivel de azucares
reductores.

En la Figura 1.3 A se muestran las curvas de crecimiento y muerte
celular que tienen lugar durante el proceso de vinificacion. Como puede
observarse, el resveratrol causa un aumento en la densidad celular maxima
que se alcanza, sin embargo, la cinética de muerte es mas rapida, por lo que

este compuesto disminuye la longevidad en condiciones de vinificacion. Este
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Figura 1.3. Curvas de crecimiento y muerte celular (A) y curvas de longevidad cronolégica (B) en
la cepa EC1118 durante el proceso de vinificacién en mosto sintético, en la condicion control y
con la adicién de 2 mg/L de resveratrol 6 9 mg/L de quercetina. Se determiné el nimero de
células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos tiempos de vinificacion. Los
experimentos se realizaron como minimo por triplicado y las barras de error muestran la

desviacion tipica (DT).
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resultado se puede observar mejor si se representa la muerte celular con
respecto al punto maximo de crecimiento (dia 4, Figura 1.3 B), obteniéndose
una curva de supervivencia similar a las realizadas para los experimentos de
LC.

También se realizaron experimentos de microvinificacion con una
concentracion de resveratrol de 14 mg/L (en el rango superior de
concentracion presente en la uva), observandose resultados similares en
cuanto a crecimiento y longevidad celular (resultados no mostrados), lo que
parece indicar que este compuesto tiene efecto a dosis bajas, sugiriendo una
actuacion como molécula reguladora de procesos celulares.

El efecto de la quercetina en estas condiciones es menor,
observandose una ligera disminuciéon en el crecimiento al principio de la
fermentacion y un pequefio descenso de la longevidad a tiempos finales.

En cuanto al consumo de azucares reductores y la produccion de
etanol al final de la vinificacion, no se observé diferencias significativas entre
las diferentes condiciones, y todas las vinificaciones se completaron sobre los
11 dias (resultados no mostrados).

En un intento de encontrar determinantes moleculares que expliquen
los efectos negativos que provoca el resveratrol sobre la LC en las
condiciones ensayadas y dado que este compuesto ha sido descrito como un
agente antioxidante con potenciales efectos beneficiosos, se realizé un
estudio transcriptomico con la cepa EC1118 a los 6 dias de fermentacion en
mosto sintético MS300 en presencia y en ausencia de resveratrol. Se eligid
este fondo genético porque actualmente se dispone de su secuencia, lo que
facilita la busqueda de genes y de grupos funcionales (Novo ef al, 2009).
Pero en nuestro estudio, no se observaron apenas cambios de expresion
génica, unicamente se expresaron diferencialmente una docena de genes en
un factor de 2 o mas (Tabla 1.1), y sin ninguna conexion funcional entre ellos.
Parece entonces evidente que el resveratrol no estda afectando a la
transcripcion génica, y que posiblemente tenga un modo de accién

postranscripcional, por lo que se decididé no continuar con estos estudios.
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Tabla 1.1. Genes cuya expresion se ve modificada por encima de un factor de 2 tras 6 dias en
vinificaciones en mosto sintético MS300 por la adicién de 2 mg/mL de resveratrol. Los niveles del

cambio de expresién respecto a la vinificacion control se muestran entre paréntesis.

Genes
Inducidos ALD6 (3.17), ATG27 (2.35), YKR0O75C (2.21), JLP1T(2.14), SCM3
(2.06), NSR17(2.06), SCY7(2.04), CLB7(2.0), LEE7(2.0)
Reprimidos SIP18(2.43), INOT (2.33), HSP12(2.26)

Se ha descrito que el resveratrol afecta a la actividad de la alcohol
deshidrogenasa de levadura (Miura ef al, 2002) y que el resveratrol y la
quercetina afectan a la aldehido deshidrogenasa ovina (Kitson ef a/, 2001).
Aunque en nuestras condiciones no se observé diferencias en cuanto a la
produccion de etanol, se llevd a cabo la determinacion de la actividad
enzimatica de tres proteinas clave del metabolismo fermentativo, la actividad
alcohol deshidrogenasa (Adh) y las actividades aldehido deshidrogenasa
citoplasmatica (Ald6) y mitocondrial (Ald4). Para ello se midi6 la actividad de
estos enzimas en extractos de células procedentes de un cultivo en fase
estacionaria en medio rico YPD, en la condicion control y con la adicion de 2
mg/L de resveratrol 6 9 mg/L de quercetina. Como puede observarse en la
Figura 1.4, el resveratrol parece afectar negativamente a las actividades Adh
y Ald6, y de manera positiva a la actividad Ald4, aunque las diferencias entre
los resultados obtenidos carecian de validez estadistica. Sin embargo, el
efecto inhibitorio de la quercetina si que parece ser contundente y afecta a
las tres actividades enzimaticas, sobre todo a la Ald4. El efecto de inhibicién
sobre estos enzimas del metabolismo fermentativo sugiere una regulacién
que podria afectar de manera general a reacciones que utilizan el
dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD) como cofactor. El efecto
negativo de la quercetina sobre estos enzimas podria explicar el defecto en
cuanto al crecimiento y la longevidad observados a tiempos iniciales y finales
de la vinificacién (Figura 1.3), aunque no podemos afirmar lo mismo para el

resveratrol, que mostré6 un comportamiento mas variable. Asi pues, parece

82



evidente que estos compuestos pueden afectar a la actividad de diversas
enzimas y también al envejecimiento, si bien su impacto en la longevidad

dependera del efecto de multiples factores.
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Figura 1.4. Determinacién de actividades enzimaticas, Adh (A), Aldé (B) y Ald4 (C) en la
condicion control y con 2 mg/L de resveratrol 6 9 mg/L de quercetina en extractos celulares en
fase estacionaria de crecimiento en YPD. Se indica con asteriscos las diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de las distintas condiciones as medias con

respecto a la cepa wt (* p<0.05, ** p<0.01).

Aunque en los experimentos descritos no se ha encontrado un efecto
beneficioso del resvetratrol sobre el envejecimiento, existen diversos estudios
que describen su efecto antioxidante. Uno de los dafos celulares mas
comunes durante el estrés oxidativo consiste en el ataque de los ROS a los
acidos grasos de membrana, provocando la oxidacién de los lipidos y la
desesterificacion de los fosfolipidos, generando un aumento en el nivel de
peroxidacion lipidica. El nivel de perdxidos lipidicos es uno de los marcadores
mas importantes del estrés oxidativo, para cuya determinacion se utiliza
habitualmente la medicion del malondialdehido (MDA) producido por la
interaccion de los lipidos dafados con el tiobarbitdrico. Para determinar si el
grado de peroxidacion lipidica varia con el uso de resveratrol en la cepa
EC1118, se analiz6 mediante espectofotometria los niveles de MDA
presentes a los 6 dias de la vinificacidon en mosto sintético (al principio de la
fase de muerte celular). Como puede observarse en la Figura 1.5, en la

condicion con 2 g/L de resveratrol los niveles de MDA son mayores que en la
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condicién control, por lo que en nuestras condiciones, este polifenol no solo
no estaria protegiendo a las células de la peroxidacion de lipidos provocada

por las ROS, sino que en su presencia ésta seria mayor.

30 4 **
25
20 4
15

10 -

pmol MDA/mg cél

Control Resveratrol
2g/lL

Figura 1.5 Niveles de peroxidacion de lipidos, expresados como pmol de malondialdehido
(MDA) por mg de células. Se indica con asteriscos la diferencia estadisticamente significativa de

la media entre la condicién control y con resveratrol (** p<0.01).

Asi pues, en condiciones de vinificacion el efecto del resveratrol no
se corresponde con el patrén esperado de un antioxidante que protege contra
el dafio oxidativo retrasando el envejecimiento, sino que actua mas bien
como una molécula capaz de inducirlo. Tampoco la quercetina presenta un
efecto positivo en la longevidad. La disparidad con lo observado en
condiciones de laboratorio podria estar relacionada con las condiciones que
se producen durante la fermentacion vinica, donde la presencia de oxigeno
es menor y donde las elevadas concentraciones de azucares imponen un
metabolismo fermentativo. En esta situacion, la actividad de la mitocondria
debe ser por fuerza diferente a la que se produce en un crecimiento en medio
bien oxigenado, donde posiblemente la produccion y eliminacion de las ROS
sea diferente, y el efecto de un antioxidante clasico distinto. El resveratrol
parece ejercer un ligero efecto positivo en la proliferacion celular (Figura 1.3
A), indicando que si puede tener un efecto positivo en alargar la LR, pero con

efectos negativos en la LC. Ese patron se corresponderia con un posible
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efecto sobre Sir2p, que se sabe que juega papeles opuestos en ambos tipos

de longevidad (ver Introduccion).

1.2.2 Efecto de los precursores del NAD* en la longevidad

Como se ha descrito anteriormente en la Introduccion, la
concentracion de NAD* es determinante en la actividad de las sirtuinas,
puesto que interviene directamente como sustrato en la reaccion que
catalizan (ademas de modular potencialmente todas las enzimas que lo usan
como cofactor, como las ya mencionadas), de ahi la relevancia de sus
precursores, las vitaminas acido nicotinico y nicotinamida, que se engloban
bajo el nombre genérico de niacina o vitamina B3. La nicotinamida, ademas,
es el producto de la actividad de las sirtuinas, que es capaz de actuar como
un represor no competitivo de las mismas.

Para estudiar el efecto de estas moléculas sobre el crecimiento y la
LC de levaduras vinicas, se realizaron microvinificaciones en mosto sintético
suplementado con diversas cantidades de acido nicotinico y nicotinamida.
Las levaduras en condiciones aerdbicas son capaces de sintetizar NAD* a
partir de triptéfano, pero en condiciones de baja concentracion de oxigeno
como la vinificacién, el acido nicotinico y la nicotinamida son los Unicos
precursores de la sintesis del NAD* y se comportan como vitaminas. En
cualquier caso, en nuestras vinificaciones afiadimos triptéfano a 1 mg/L, que
es la concentracion mas baja en la que este aminoacido se encuentra
presente en los mostos naturales (Henschke ef al,, 1992; Fleet et al,, 1993),
para minimizar su potencial efecto en la biosintesis de NAD*. En la receta
estandar del mosto sintético, la vitamina B3 se afiade unicamente en forma
de acido nicotinico a una concentracién de 2 mg/L (Riou ef al, 1997). El
rango de concentracidén de acido nicotinico en los mostos es de entre 0.79 y
3.75 mg/L (Castor, 1953), por ello se eligio utilizar la concentracion superior
para nuestros experimentos. En cuanto a la nicotinamida, se utiliza a una

concentracion de 5 mM en los experimentos de inactivacion de las sirtuinas
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(Bitterman et al., 2002). En nuestro caso se ha empleado como concentracion
maxima 1 mM (122 mg/L).

Como puede observarse en la Figura 1.6, el efecto de estos
precursores del NAD* en el crecimiento y en la LC durante la vinificacion es
muy similar a una concentracion de 3.75 mg/L. En ambas condiciones se
produce una cinética inicial de muerte celular muy rapida con respecto a la
condicién control, pero a tiempos mas largos se produce una ralentizacion y

se igualan las LC con respecto al control. Ademas, se produce una ligera
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Figura 1.6. Curvas de crecimiento y muerte celular (A) y (C) y curvas de longevidad cronolégica
(B) y (D) en la cepa EC1118 durante el proceso de vinificacion en mosto sintético, en la
condicién control y con la adicion de acido nicotinico (3.75 mg/L) 6 nicotinamida (3.75 y 122
mg/L). Se determind el nimero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos
tiempos de vinificacion. Los experimentos se realizaron como minimo por triplicado y las barras

de error muestran la desviacion tipica (DT).
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disminucién en la densidad celular maxima alcanzada con el acido nicotinico.
El aumento de la concentracidon de nicotinamida a 122 mg/L no produce un
cambio apreciable en el perfil de crecimiento y muerte celular.

El patron similar de viabilidad celular que producen el acido nicotinico
y la nicotinamida sugiere que seria su funcidén comun como precursores del
NAD+* la que condiciona el perfil de longevidad, y que la capacidad de la
nicotinamida como represor de las sirtuinas, que no comparte con el acido
nicotinico, no parece tener relevancia en estas condiciones. Eso se podria
deber a que la actividad represora de la nicotinamida se ha descrito en
condiciones de laboratorio a concentraciones mucho mas elevadas que las
que de manera natural estan presentes en el mosto.

Nuestros datos sugieren que el aumento de la concentraciéon de
NAD+* que producirian estos compuestos no es beneficioso para la LC, y eso
quizas se deba a que no todas las sirtuinas tienen un efecto positivo en
longevidad (ver Apartado 3) y posiblemente su efecto pueda ser, en global,
negativo. Una elevada concentracion de NAD* podria ser beneficiosa para
estimular la glicdlisis, pero requeriria también una elevada actividad alcohol
deshidrogenasa para ser reoxidado en las etapas finales de la fermentacion.
Un desequilibrio entre ambas concentraciones causaria un efecto negativo
debido a la acumulacion de acetaldehido intracelular. Nuestros datos
sugieren que en condiciones de vinificacion, la levadura regula los niveles de
NAD* en una concentracion optima, y su aumento no resulta beneficioso.
Alternativamente, puede que la presencia de estas moléculas esté actuando
como represor de alguna ruta metabdlica que en condiciones de vinificacion

sea necesaria para alcanzar una longevidad maxima.

1.2.3 Efecto en la longevidad de los compuestos de dos carbonos

producidos por el metabolismo fermentativo

Diversos estudios demuestran que los compuestos de dos carbonos
que aparecen durante el metabolismo fermentativo tienen un efecto en la

longevidad celular. Se ha descrito que la concentraciéon de etanol presente
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durante la entrada en fase estacionaria es clave para determinar la duracién
de la LC (Fabrizio ef al,, 2005). En cuanto al acido acético, el pH acido que su
acumulacion provoca en el medio al final de la fermentacion parece una de
las principales causas del envejecimiento celular (Burtner ef a/, 2009). Una
vez en el medio, la toxicidad del acido acético induce la apoptosis (Kaeberlein
et al, 2010).

Con el fin de estudiar el efecto del etanol, del acetato y del
acetaldehido en la LC de levaduras vinicas, se realizaron experimentos de
envejecimiento cronoldgico con la cepa vinica T73, que como se vera mas
adelante en este trabajo (Figura 2.1), presenta una longevidad intermedia. En
este experimento, a diferencia del resto de experimentos de medida de
longevidad realizados en este trabajo, se utilizé el agua como medio para
inducir el envejecimiento con el fin de poder controlar la concentracién exacta
de etanol, acetato y acetaldehido presentes en el medio. Por ello, una vez
transcurridas las 72 h de crecimiento en medio SC, (tiempo que se toma
como t0 en los experimentos de LC), las células se recogieron, se lavaron en
agua y se volvieron a resuspender en agua y con 0.122 g/L de acetaldehido,
0.4 g/L de acetato potasico, o con 8 g/L de etanol, y se fueron tomando
muestras a lo largo del tiempo para determinar la viabilidad mediante el
recuento en placa. Las concentraciones elegidas para estos metabolitos
estan dentro del rango de concentracion que se alcanzan durante la
fermentacion vinica, excepto la de etanol, que se eligié la concentracion
utilizada en condiciones de laboratorio y que sirvié de referencia. Se eligio
acetato potasico en vez de acido acético para estudiar el efecto tdxico de la
molécula en si, de manera independiente a la acidificacién que produce el
acido acético en el medio, ya que el mosto de uva es un medio acido y muy
tamponado, por lo que el pH permanece estable a lo largo de la vinificacion.

En la Figura 1.7 se muestran las curvas de LC de las distintas
condiciones. El efecto negativo que causan en la longevidad estos
compuestos de dos carbonos es claro, sobre todo el efecto del acetaldehido,
el cual disminuye considerablemente la LC. El efecto negativo que producen

el acetato y el etanol también es notable. En la curva en presencia de etanol
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se observa que se produce un ligero crecimiento a tiempos iniciales, lo que
significaria que a esta concentracion, el etanol se estaria consumiendo, y el
efecto negativo observado se deberia posiblemente a su transformacion en
acetaldehido o acetato. En las curvas de LC de estos ultimos no se
observaria este efecto porque la baja concentracion utilizada no promoveria
el crecimiento celular. Estos resultados indican que los compuestos de dos
carbonos que se producen tras la fermentacion promueven el envejecimiento
celular de las levaduras vinicas, y por primera vez se identifica el
acetaldehido como un agente promotor del envejecimiento. Por lo tanto, en
un proceso metabdlico normal, el flujo entre estas tres moléculas puede ser
determinante para la longevidad. El mayor efecto del acetaldehido, incluso a

menores dosis, posiblemente se deba a su elevada reactividad quimica.
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Figura 1.7. Experimentos de LC en la cepa T3 en la condicién control (agua) y con la adicion de
distintos compuestos de dos carbonos; acetaldehido 0.112 g/L, acetato 0.4 g/L 6 etanol 8 g/L. Se
determind el numero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos tiempos del
experimento de envejecimiento. Los experimentos se realizaron como minimo por triplicado y las

barras de error muestran la desviacion tipica (DT).

Como se ha descrito en la Introduccién, las levaduras son incapaces
de consumir la elevada concentracién de etanol que se alcanza durante la

fermentacion vinica y por ello su toxicidad parece ser la causa de la muerte
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celular. Para profundizar en el estudio del efecto negativo del etanol en la
longevidad celular durante el proceso de vinificacion, se realizd un
experimento de LC utilizando, como medio de envejecimiento, vino
procedente de una fermentacién vinica en mosto sintético. Para ello se
realizaron microvinificaciones en mosto sintético y una vez consumidos los
azucares, las células se eliminaron del medio por centrifugacion, obteniendo
el medio de cultivo “vino” para la condicién control. Este medio se someti6 a
un proceso de evaporacion (con un aparato speed vac), mediante el cual se
logré reducir la concentracion de etanol de 107 g/L a 6 g/L y la de
acetaldehido de 0.022 g/L a 0.009 g/L. Finalmente a este medio (“vino
evaporado”) se le afadi6 etanol al 10% 6 al 2% (p/v) y se realiz6 un
experimento de LC tras la inoculacion de células de la cepa EC1118
procedentes de otra vinificacion independiente, una vez se habian consumido
los azucares.

Como puede observarse en la Figura 1.8, al someter a evaporacion el
vino, se produce un significativo aumento en la LC con respecto al no
evaporado, siendo la cinética de muerte muy similar entre el medio de vino
evaporado y al que se le ha afiadido 20 g/L de etanol. En este ultimo caso se
observa un pequefio crecimiento a tiempos iniciales (la supervivencia
aumenta un 13% a los 2 dias), posiblemente debido al consumo del etanol,
indicando que para las levaduras vinicas, este nivel de etanol no es en
absoluto inductor de envejecimiento. En la condiciéon a la que se le habia
anadido etanol al 10% (p/v) se produce una notable disminucion de la LC, lo
cual apoya la idea de la toxicidad del etanol a esta elevada concentracion, la
cual imposibilita su consumo. La condicién control sin evaporar (“vino”) es la
que menor longevidad presenta, sugiriendo que en la muerte celular que se
produce tras la fermentacidn vinica intervienen, ademas de la elevada
concentracion de etanol alcanzada, otros compuestos, como el acetato y el
acetaldehido, que como se ha descrito en el apartado anterior, tienen un

importante papel en la longevidad.
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Figura 1.8. Experimentos de LC en la cepa EC1118 en vino procedente de una vinificacién en
mosto sintético. La condicion control es el vino obtenido tras la fermentacion y para las demas
condiciones se elimin6 el etanol mediante evaporacion y se le afiadié etanol al 10% 6 al 2% (p/v).

Los experimentos se realizaron tal y como se describe en la Figura 1.7.

Es importante sefalar que entonces las células en el momento de
agotar los azucares no estan predeterminadas a morir, ya que al eliminar el
factor principal que induce el envejecimiento, el etanol, las células extienden
su longevidad, incluso al afiadir pequenas concentraciones de etanol son
capaces de reiniciar la proliferacién celular utilizandolo como fuente de
carbono. Esto indicaria que el mecanismo de muerte celular al final de la
fermentacion no es una forma de muerte celular que quede fijada en estadios
tempranos de la fermentacion.

1.2.4 Efecto de la restriccion dietaria en la longevidad de levaduras vinicas

Como se ha mencionado en la Introduccion, la restriccion dietaria es
el factor mas importante descrito hasta el momento en la extensiéon de la
longevidad celular. Dentro de la restriccion dietaria se distingue entre la
restriccion calorica, ocasionada por bajas concentraciones de glucosa, y la

restriccion causada por falta de nitrégeno. Durante el proceso de vinificacion,
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la concentracion de nitrégeno en el medio condiciona de manera importante
el crecimiento celular, y diversos trabajos han relacionado un defecto en el
crecimiento y, por ello, las paradas de vinificacion con la limitacion de este
compuesto. Con el fin de profundizar en el papel del nitrégeno en la LC
durante la vinificacién, se realizaron microvinificaciones con la cepa EC1118
en mosto sintético con diferentes concentraciones de nitroégeno, y se estudid
el comportamiento de crecimiento y muerte celular. EI mosto sintético
estandar (MS300), contiene 300 mg/L de nitrégeno asimilable. Esta
concentracion de nitrégeno soluble esta dentro del rango que se encuentra
de forma natural en los mostos, entre 60 y 1000 mg/L (Henschke ef al,
1992), y por encima de las que se consideran limitantes, que son por debajo
de 140 mg/L (Bell et al,, 2005). Por lo tanto, el mosto de referencia MS300 es
un medio rico, y lo compararemos con mostos con la mitad y un cuarto de
nitrégeno (MS150 y MS75; con 150 y 75 mg/L de nitrdgeno asimilable), que
ya suponen un déficit del mismo.

En la Figura 1.9 puede observarse el importante efecto de la
concentracion de nitrogeno en el crecimiento y en la longevidad. A medida

que disminuye la concentracion de este compuesto en el medio, la velocidad
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Figura 1.9. Curvas de crecimiento y muerte celular (A) y curvas de longevidad cronoldgica (B) en
la cepa EC1118 durante el proceso de vinificacién en mosto sintético, en la condiciéon control,
donde el mosto tiene 300 mg/L de fuente de nitrégeno (MS300), con la mitad de nitrogeno
(MS150) y con la cuarta parte de nitrogeno (MS75). Los experimentos se realizaron tal y como se

describe en la Figura 1.7.
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de crecimiento disminuye, alcanzandose una densidad celular menor, sin
embargo, la longevidad aumenta de manera significativa, apoyando la idea
del efecto positivo de la restriccion por nitrégeno en la longevidad celular.

En cuanto al consumo de azucares, la velocidad disminuye conforme
disminuye la concentracion de nitrégeno, pero en los tres casos acaban por
consumirse, sin observarse paradas en la vinificacion (resultados no
mostrados).

Debido a la enorme variacibn en cuanto a la concentracién de
nitrégeno en los mostos naturales, y su importante efecto en la longevidad
celular durante la fermentacién vinica, la determinacion del contenido en este
metabolito parece ser relevante no sélo para determinar la vigorosidad de
crecimiento durante la fase de fermentacion, sino también para prever si la
fase de muerte celular y posterior lisis va a alargarse mucho en el tiempo. La
deficiencia en nitrdgeno es una de las causas principales de paradas en la
fermentacion y de fermentaciones lentas, y la respuesta de las levaduras ante
este tipo de situaciones de estrés nutricional implica alargar la longevidad
cronoldgica, por lo tanto, la comprension de los determinantes de la
longevidad puede ser de gran interés en la industria vinica.

Como se ha mencionado previamente en este trabajo (ver
Introduccidn), el efecto de la restriccion de nitrogeno estd controlado
principalmente por la ruta TOR, por ello cada vez hay mas evidencias que
relacionan la longevidad cronoldgica directamente con la ruta TOR (Fontana
et al., 2010). El efecto de la ruta TOR en la LC se estudiara con mas detalle
en el Apartado 3.6.

Con todo lo descrito anteriormente se puede concluir que, en muchas
ocasiones, las levaduras vinicas responden a las condiciones externas de
manera similar a como lo hacen las cepas de laboratorio, (como ocurre con la
reduccién de la LC al aumentar la temperatura y la concentracion de etanol y
acido acético, o el aumento de la LC al disminuir los nutrientes). Pero las
condiciones de fermentacién vinica suponen condiciones diferentes a las de
laboratorio, las cuales hacen que, por ejemplo, los polifenoles resveratrol y

quercetina tengan un efecto negativo en la LC, al contrario de lo que se ha
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demostrado que ocurre en algunas en condiciones de laboratorio (Belinha ef
al., 2007).

Por ultimo, se ha identificado el acetaldehido como un potente agente
inductor del envejecimiento Ademas, durante las fermentaciones pobres en
nitrégeno las levaduras alargan notablemente su longevidad. Todo ello indica
el importante potencial que presenta el uso biotecnolégico de los

mecanismos reguladores del envejecimiento.
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2.- Determinantes
genéticos de la longevidad

celular en levaduras vinicas

Con el fin de profundizar en el conocimiento de la longevidad
cronolégica de las levaduras vinicas, en este apartado se pretende identificar
determinantes genéticos que regulan la viabilidad celular durante el proceso
de envejecimiento que tiene lugar en la fermentacion vinica. Para ello se ha
estudiado la longevidad de diversas cepas vinicas, muchas de ellas
comerciales, y se han observado patrones de longevidad muy diferentes.
Posteriormente se ha continuado con el estudio comparado entre dos de
estas cepas, con patrones extremos de larga y corta longevidad, y se ha
realizado un estudio global de expresion génica con el fin de identificar
determinantes genéticos que puedan condicionar distintos comportamientos

en cuanto a envejecimiento.
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2.1- Caracterizacion de la variabilidad natural de la longevidad

de levaduras vinicas

Con el fin de determinar la existencia de distintos patrones de
longevidad cronoldgica en levaduras vinicas industriales, se ha comparado el
comportamiento de LC en condiciones de laboratorio de una bateria de cepas
de diferentes origenes, la mayoria de ellas comerciales (ver Tabla M.1). Para
ello se realizaron experimentos estandar de LC en medio minimo completo
SC, y se determiné la viabilidad a lo largo del tiempo, tal y como se describe
en Materiales y Métodos (Apartado 2.2.3).

En la Figura 2.1 se observa la gran variabilidad en cuanto a
longevidad que presentan distintas cepas vinicas. Las cepas EC1118, UCLM
5235, L2056, Zymaflore VL3 y Fermichamp 67J, presentan una baja
longevidad, siendo extrema la de EC1118 y UCLM 5235 (que alcanza el 0.1%
de viabilidad a 3.5 y 7 dias respectivamente). Ademas, se observa la

existencia de una gran heterogeneidad en cuanto al perfil que muestran las
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Figura 2.1. Experimentos de LC en las distintas cepas vinicas industriales. Se determiné el
numero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos tiempos del experimento de

envejecimiento.
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curvas de longevidad ya que, por ejemplo, la cepa Fermichamp 67J parece
ser mas longeva durante los primeros 5 dias, pero posteriormente sufre una
caida brusca en su curva de supervivencia. Las cepas T73, 71B, BM45,
ICV46 y C Jerez presentan una longevidad intermedia. Cabe resaltar el
comportamiento intermedio en cuanto a longevidad de la cepa C Jerez, ya
que se trata de una cepa utilizada en la produccion de finos de Jerez, con
caracteristicas fisiologicas muy distintas al resto y, sin embargo, tiene una
curva de LC similar a las demas cepas vinicas. Por ultimo, las cepas CSM,
M2, Fermiblanc Arom SM102 y Fermirouge presentan una longevidad mayor,
siendo CSM la cepa mas longeva de todas las analizadas en este trabajo.
Como se ha mencionado en la Introduccién, existen numerosos
estudios que demuestran la existencia de una relacion directa entre la
longevidad celular y la resistencia a estrés, siendo la respuesta al estrés
oxidativo clave en la supervivencia celular. En cepas de laboratorio se ha
demostrado que las especies reactivas del oxigeno (ROS), como el i6n
superoxido, tienen un gran impacto sobre la LC (Fabrizio ef al, 2004). Por
ello, una vez caracterizada la longevidad de las distintas cepas vinicas, se
realizaron experimentos de resistencia a estrés oxidativo, con la finalidad de
establecer una posible relacién entre ambos aspectos en las cepas bajo
estudio. Para ello se midié el halo de inhibicion de crecimiento que produce la
adicién de perdxido de hidrogeno (H20z2), tal y como se explica en Materiales
y Métodos (Apartado 2.2.5). Posteriormente se comparé la vida media de las
cepas con respecto a la resistencia a estrés oxidativo, y como puede
observarse en la Figura 2.2, existe una cierta correlaciéon negativa entre
ambos parametros, de manera que cuanto menor es la longevidad que
presenta la cepa, menor es su resistencia a estrés oxidativo (el diametro del
halo de inhibicion es mayor). Es decir, de manera general, las cepas mas
resistentes a estrés oxidativo son mas longevas, por lo que la tolerancia a
este tipo de estrés podria ser un factor clave en la longevidad, aunque

evidentemente no el uUnico.
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Figura 2.2. Correlacion entre la vida media de las distintas cepas vinicas industriales en

experimentos de LC y el diametro de inhibicion del crecimiento causado por H20:.

En los estudios posteriores para caracterizar determinantes genéticos
de longevidad, se utilizaron dos de estas cepas como modelo para realizar
los experimentos, la cepa poco longeva EC1118 y la cepa muy longeva CSM.

En primer lugar, se estudi6 la tolerancia a otros tipos de estrés en
condiciones estandar de laboratorio para las cepas escogidas como modelos
de alta y baja longevidad. Para ello se realizaron experimentos sometiendo a
las células en fase exponencial (Figura 2.3 A) y en fase estacionaria (Figura
2.3 B) de crecimiento en medio rico YPD a diversos tipos de estrés. En la
situacién de crecimiento exponencial, que es la condicién estandar para
determinar el nivel de tolerancia a un determinado estrés, ambas cepas
presentaron elevada sensibilidad a altas concentraciones de etanol (10%), y
no se observé diferencias entre ellas. La cepa mas longeva CSM presentd
mas sensibilidad a los demas estreses aplicados, choque hiperosmaético
(producido por altas concentraciones de glucosa, 20%), estrés oxidativo

(producido por peroxido de hidrégeno 5mM) y por choque térmico (42 °C),
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(Figura 2.3 A). Resulta sorprendente y también interesante que la cepa mas
longeva sea mas sensible a todos los estreses aplicados en estas
condiciones, indicando que tiene una tolerancia basal a estrés menor. Por
ello, también se estudié la sensibilidad a estrés por etanol y oxidativo que
tiene lugar al final de la fermentacién, en fase estacionaria tras dos dias de
crecimiento en YPD (Figura 2.3 B). En este caso la cepa longeva CSM si que
presentdé mas tolerancia a ambos estreses, apoyando la idea de que la
resistencia a estrés es un factor positivo en la longevidad celular. La elevada
tolerancia a etanol en fase estacionaria de la cepa CSM podria estar

actuando de manera positiva aumentando su LC.

Exponencial mEC1118 Estacionario ®EC1118
mCSM B CSM
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Figura 2.3. Determinacion de la resistencia a estrés por etanol, osmético, oxidativo y por choque
térmico de las cepas vinicas industriales EC1118 y CSM. (A) Resistencia a estrés por etanol 10
% (v/v) 1 h, glucosa 20% (p/v) 1.5 h, H2025 mM 0.5 h'y 42 °C 1 h de células procedentes de un
cultivo en estado exponencial en medio rico YPD. (B) Resistencia a estrés por etanol al 10 % 1 h
y H202 mM 0.5 h de células procedentes de un cultivo en fase estacionaria en medio rico YPD.
Se indica con asteriscos la diferencia estadisticamente significativa entre las cepas EC1118 y
CSM (* p<0.05, ** p<0.01).
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2.2- Analisis del comportamiento en vinificacion de las cepas
vinicas industriales EC1118 y CSM

2.2.1- Medida del crecimiento y de la viabilidad celular durante la vinificacién

Se comparo el comportamiento durante la fermentacién vinica de las
cepas escogidas como modelos de baja y elevada longevidad, EC1118 y
CSM. Para ello se realizaron microvinificaciones en mosto natural de la
variedad bobal (Requena, Espafia) con ambas cepas, tal y como se describe
en Materiales y Métodos (Apartado 2.2.2). Las células procedentes de
precultivos incubados en medio rico YPD durante 48 horas se inocularon en
el mosto a una densidad de 106 células/mL, y se fueron tomando muestras a
lo largo del tiempo para determinar el crecimiento celular mediante el
recuento en placa con medio rico YPD.

En la Figura 2.4 A se muestran las curvas de crecimiento y muerte
celular que tienen lugar durante el proceso de vinificaciéon. Como se puede
observar, la velocidad de crecimiento de la cepa EC1118 es notablemente
mayor, alcanzando un numero maximo de células superior al observado en
CSM (1.7 veces mas). La velocidad de muerte celular es también mayor en la
cepa EC1118 ya que el numero de células cae rapidamente una vez
alcanzado la maxima densidad celular, sin embargo, en la cepa CSM la fase
de maxima densidad celular se mantiene, permaneciendo las células viables
a lo largo del tiempo analizado. Por ello la longevidad de la cepa CSM es
significativamente superior a la de EC1118 también en condiciones de
vinificacién. Este resultado se puede observar mejor si se representa la
muerte celular con respecto al punto maximo de crecimiento, a dia 5,
obteniéndose una curva de supervivencia similar a las realizadas para los
experimentos de longevidad cronolédgica (Figura 2.4 B). En esta figura se
observa claramente la elevada longevidad de la cepa CSM, muy superior a la

de EC1118, tal y como ocurria también en medios de laboratorio (Figura 2.1).
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Figura 2.4. Curvas de crecimiento y muerte celular (A) y curvas de longevidad cronoldgica (B) de
las cepas EC1118 y CSM durante el proceso de vinificacion en mosto natural. Se determiné el
numero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos tiempos de vinificacién. Los
experimentos se realizaron como minimo por triplicado y las barras de error muestran la

desviacion tipica (DT).

Para seguir la evolucion de la fermentaciéon vinica, se tomaron
muestras a distintos tiempos y se determiné el nivel de azucares reductores
tal y como se explica en Materiales y Métodos (Apartado 5.1). La vinificacion

se da por terminada cuando la concentracion de azucares es menor de 2 g/L.
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Figura 2.5. Determinacion de azlcares reductores (A) y de la concentracion de etanol (B)
durante el proceso de vinificacién en mosto bobal de las cepas EC1118 y CSM. Las medidas se

realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.
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Como puede observarse en la Figura 2.5 A, la cepa EC1118 presenta una
velocidad de consumo de azulcares ligeramente superior a la cepa CSM, pero
ambas cepas terminan con éxito la vinificacion y producen una concentracion
de etanol similar (Figura 2.5 B).

También se realizaron microvinificaciones en mosto sintético para
estudiar si el comportamiento tan distinto observado en cuanto a longevidad
entre las cepas EC1118 y CSM es reproducible en un medio de cultivo mas
estandarizado. Como puede observarse en la Figura 2.6 A, el perfil de las
curvas de crecimiento en las vinificaciones en mosto sintético presentan
ligeras diferencias con respecto a las observadas para el mosto bobal. La
velocidad de crecimiento en mosto sintético es menor y se alcanza una
densidad celular inferior a la observada en mosto bobal. Ademas, las células
permanecen viables durante mas tiempo, dando lugar a cinéticas de muerte
menos pronunciadas. Esto podria significar que existen determinados
compuestos, posiblemente micronutrientes o polifenoles, que parecen ser
importantes para el crecimiento celular y que no se ha conseguido reproducir
en el mosto sintético.

En mosto sintético la cepa CSM también muestra una longevidad
muy superior a la de EC1118 (Figura 2.6 A), por lo que la elevada longevidad
de esta cepa es independiente del medio de cultivo. En cuanto al consumo
de azucares, en mosto sintético se observan diferencias mayores entre las
cepas (Figura 2.6 B), ya que aunque ambas terminan la fermentacion, la
velocidad de consumo de la cepa CSM es notablemente inferior. EI aumento
en la mortalidad de la cepa EC1118 no viene determinada por su mayor
produccion o consumo de etanol, ya que la concentraciéon de este metabolito
es similar a la producida por la cepa CSM (Figura 2.6 C) y ademas
permanece constante durante el periodo de LC analizado (resultados no
mostrados), por lo que el efecto del etanol vendria determinado por una
mayor sensibilidad a este metabolito en fase estacionaria, tal y como se ha

mostrado en la Figura 2.3 B.
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Figura 2.6. Curvas de crecimiento y muerte celular (A) en vinificaciones en mosto sintético. Se
determind el numero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos tiempos de
vinificacion. (B) Determinacién de azucares reductores y cuantificacion de etanol (C) de las
cepas EC1118 y CSM durante el proceso de vinificacion en mosto sintético. Los experimentos se

realizaron como minimo por triplicado y las barras de error muestran la desviacion tipica (DT).

El método utilizado para realizar las curvas de crecimiento mediante
el recuento en placa, permite conocer el nimero de células capaces de entrar
en estado replicativo, pero no distingue entre células viables incapaces de
replicarse y células muertas que han perdido la integridad celular. Para
estudiar si se existe una relacion entre la medida de la viabilidad basada en
division celular y la viabilidad dependiente del dafo celular entre las cepas
EC1118 y CSM durante el proceso de vinificacion, se realizaron experimentos
de tincion con yoduro de propidio, segun se describe en el Apartado 7 de

Materiales y Métodos (Deere ef al, 1998), que permiten diferenciar las
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Resultados y discusion

células danadas de las integras mediante visualizacion al microscopio de
fluorescencia. Para ello se tomaron muestras a distintos tiempos tras haberse
consumido los azucares (tiempo 0) en vinificaciones con las cepas EC1118 y
CSM. Las vinificaciones se realizaron en mosto sintético para evitar posibles
interferencias de fluorescencia con determinados componentes presentes en
el mosto tinto.

Como puede observarse en la Figura 2.7, la cepa EC1118 muestra
mayor porcentaje de células danadas que la cepa CSM en los tiempos
analizados, por lo que la viabilidad determinada por el recuento en placa se
correlaciona con la integridad celular. Como muestran nuestros resultados,
durante el envejecimiento también existe una lisis celular que afecta en
mayor medida a la cepa poco longeva EC1118. Esta cepa se emplea,
ademas de en primera fermentacion, en la fabricacién de cava, y se ha
descrito que posee una elevada tasa de autolisis en condiciones de segunda

fermentacion tipica de este tipo de vinos (Martinez-Rodriguez et al., 2001).
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Figura 2.7. Determinacion del porcentaje de células tefiidas (dafiadas) con respecto a las células
no tefidas (integras) de las cepas EC1118 y CSM a distintos tiempos de la vinificaciéon en mosto
sintético, una vez se ha consumido los azucares reductores (tiempo 0). Los experimentos se
realizaron como minimo por triplicado y las barras de error muestran la desviacion tipica (DT).
En la parte de la derecha se muestra, como ejemplo, dos imagenes tomadas con el microscopio

de fluorescencia de las cepas EC1118 y CSM.
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Nuestros resultados indican que también existe una cantidad
apreciable de autolisis al final de la fermentacion del mosto. Se ha descrito
que en el envejecimiento cronologico en condiciones de laboratorio actuan
mecanismos de apoptosis (Fabrizio y Longo, 2008). Al final de este apartado

se analizara el impacto de este proceso en vinificacion.

2.2.2- Medida del estrés oxidativo y del dafio celular

El estrés oxidativo parece ser clave en la longevidad celular y, tal y
como se mostro en la Figura 2.3 B, la cepa menos longeva EC1118 mostré
mayor sensibilidad a estrés oxidativo en fase estacionaria en condiciones de
laboratorio. Para determinar el dafio oxidativo presente en las cepas EC1118
y CSM, y si existe diferencias entre ellas, se realizaron determinaciones del
nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS) al principio de la fase de
muerte celular que tiene lugar al final de la vinificacién en mosto sintético (a
los 13 dias). Para ello las células se incubaron con 123-dihidrorodamina
(DHR), compuesto que al interaccionar con las ROS se oxida a rodamina
emitiendo fluorescencia, y se visualizaron en el microscopio de fluorescencia.
En la Figura 2.8 A puede observarse un aumento significativo del nivel de
ROS en la cepa EC1118.

Como ya se ha comentado anteriormente, uno de los dafos celulares
mas comunes durante el estrés oxidativo es consecuencia del ataque de las
ROS a los acidos grasos de membrana, provocando la oxidacion de los
lipidos y la desesterificacion de los fosfolipidos, o que genera un aumento en
el nivel de peroxidacion lipidica. Para determinar el grado de peroxidacion
lipidica en nuestras cepas modelo de longevidad, se analiz6 mediante
espectrofotometria los niveles de MDA presentes a los diez dias de finalizar
la fermentacion. Como puede observarse en la Figura 2.8 B, de nuevo la
cepa EC1118 presenta una acumulacion mayor de dafo celular por

peroxidacion de lipidos, provocado por la acumulacién de ROS.
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Figura 2.8. Determinacion de los niveles de ROS y del dafio oxidativo en las cepas EC1118 y
CSM al final de la vinificacion en mosto sintético. (A) Produccién de ROS mediante la sonda 123
dihidroxirodamina. (B) Nivel de peroxidacion de lipidos, expresado como pmol de
malondialdehido (MDA) por mg de células. Se indica con asteriscos la diferencia
estadisticamente significativa entre la cepa EC1118 y CSM (* p<0.05, *** p<0.005).

Estos resultados parecen indicar que la cepa EC1118 esta peor
adaptada que la cepa CSM a la eliminacion de las ROS durante la
vinificacion, por ello su grado de dafo celular podria estar aumentado.
Ademas, esta cepa es mas sensible al estrés oxidativo (Figura 2.3 B)

contribuyendo todo ello a la pérdida de viabilidad celular.

2.2.3- Estudio de la autofagia durante la vinificacién

En diversos estudios se ha demostrado que el proceso de autofagia
es necesario para alargar la longevidad cronoldgica, y se ha descrito que este
mecanismo ocurre en levaduras vinicas durante la segunda fermentacion que
tiene lugar en la produccion de cava (Cebollero y Gonzalez, 2006). La
aldehido deshidrogenasa citosdlica (Ald6p), ha sido identificada como un
marcador selectivo del proceso de autofagia en respuesta al ayuno de
nitrégeno, y se ha descrito que en estas condiciones de restriccion dietaria,

Ald6p se degrada exclusivamente por macroautofagia, no estando implicados
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otros procesos de degradacion proteica como la via del proteasoma
(Onodera et al., 2004).

Para determinar si existe una relacion entre la distinta longevidad
encontrada en nuestras cepas modelo EC1118 y CSM y el proceso de
autofagia, se determiné el nivel de Ald6p durante el proceso de vinificacién en
mosto sintético. Para ello se realizaron vinificaciones con ambas cepas, se
tomaron muestras celulares a distintos tiempos y se analizé el nivel de Ald6ép
mediante Wesfern blot, tal y como se describe en Materiales y Métodos
(Apartado 4.3), utilizando un anticuerpo anti-ALDH, que reconoce tanto a
Ald6p como a Ald4p, la isoenzima mitocondrial.

Como se puede observar en la Figura 2.9, los niveles de Ald4p
permanecen relativamente constantes durante todo el proceso de vinificacion
y muestra un patron de expresion muy similar entre las dos cepas. Sin
embargo, Ald6p desaparece rapidamente en la cepa EC1118, siendo
indetectable en el dia 5, al contrario de lo que ocurre en la cepa CSM, en la
que el nivel de Ald6p se mantiene a lo largo de la vinificacion, siendo
detectables a dia 18. Esto significa que la cepa menos longeva EC1118
presenta una mayor activacion de la ruta de autofagia que la cepa longeva
CSM.

EC1118 CsSM

dias de
vinificacion

t1 3 t5 t10 118 t1 t3 t5 t10 118
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Comassie b S N s -

Figura 2.9. Determinacién de los niveles de Ald4p y Ald6p en las cepas EC1118 y CSM durante
el proceso de vinificacién en mosto sintético mediante Western bloty posterior deteccion con el
anticuerpo anti-ALDH. En la parte inferior se muestra la tincion de la membrana con azul

Comassie como control de carga de proteinas.

107



De acuerdo con el fabricante, la cepa EC1118 es una cepa con bajo
requerimiento de nitrogeno, mientras que la cepa CSM posee alto

requerimiento (www.lallemandwine.us/products/yeast_chart.php). Esto podria

indicar que la cepa EC1118 posee una tasa de recambio proteico elevada,
pero a expensas de una baja longevidad, ya que durante la vinificacion
estaria supliendo las necesidades de nitrdgeno a costa de estructuras
celulares necesarias para la supervivencia a largo plazo. Como hemos visto
anteriormente, la cepa EC1118 también es capaz de responder a los niveles
de nitrégeno presentes en el medio de cultivo (Figura 1.9), aumentando su
LC a medida que disminuye la concentracion de este compuesto, e indicando
que no presenta un defecto en la deteccion de la cantidad de nitrégeno del
medio, ni en el efecto de ella sobre la longevidad. Se ha descrito en diversos
modelos experimentales que para aumentar la longevidad celular se requiere
una activacion de la autofagia (Levine ef al/, 2005), sin embargo, en
condiciones de vinificaciéon este mecanismo podria estar eliminando algunos
elementos requeridos para mantener la viabilidad en el tiempo. También se
ha descrito en este estudio que la autofagia esta relacionada de manera
positiva con la apoptosis, por lo que es posible que el bajo nivel de autofagia
observado en la cepa CSM, pudiera estar también ocasionando una baja tasa
de un mecanismo de caracter apoptético iniciado al final de la vinificacion,
aumentando su longevidad. En las condiciones de segunda fermentacion que
tiene lugar en la produccion de cava, se ha determinado que la autofagia
precede a la muerte y lisis celular (Cebollero ef a/, 2008), y que la induccién
constitutiva de la autofagia causada por el mutante csc7-7 induce estos
procesos de muerte (Cebollero ef al, 2005). Nuestros datos indican que este
mecanismo también opera de manera similar al final de la fermentacion
alcohdlica del mosto de uva, causando también lisis celular una vez agotados
los azucares (Fig. 2.7).

Debido a que Ald6p es la principal aldehido deshidrogenasa
citosdlica, y la responsable principal de la produccién de acido acético
durante la fermentacion vinica (Remize ef al, 2000), se midio la

concentracion de este metabolito al final de la vinificacion para determinar si

108



existen diferencias entre las cepas EC1118 y CSM que pudieran
corresponderse con la diferencia en los niveles de Aldp6 encontrados. Para
ello, se llevaron a cabo microvinificaciones con ambas cepas en mosto
sintético y en mosto bobal, y como puede comprobarse en la Figura 2.10,
tanto en mosto sintético (MS) como en bobal (MB), la cepa CSM produce
significativamente mayor cantidad de acetato, por lo que el nivel de este
metabolito estaria regulado por la degradacion de Ald6p por autofagia (Figura
2.9).
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Figura 2.10. Determinacion del nivel de acetato en las cepas EC1118 y CSM al final de la
vinificacion en mosto sintético (MS) y en mosto bobal (MB). Se indican con asteriscos las
diferencias estadisticamente significativas entre las cepas EC1118 y CSM (** p<0.01, ***
p<0.005).

Se ha descrito que la disminucion del pH del medio causada por la
acumulacion de &cido acético disminuye la longevidad (Burtner ef al,, 2009).
Pero en nuestras condiciones, la cepa CSM es mas longeva aun produciendo
mayor cantidad de acetato, y esto podria ser debido a que el mosto contiene
una elevada concentracion de acidos que ademas de conferirle un pH bajo
(3,2 en el mosto bobal utilizado en este trabajo), le dota de una gran
capacidad tamponadora. Por ello, y como puede comprobarse mas adelante
en este trabajo, (Figura 3.8), el pH del medio se mantiene entre 3.2 y 3
durante todo el proceso de vinificacion, indicando que el acetato no tiene un

papel clave en el control del LC en condiciones de vinificacion.
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2.3- Analisis transcriptdmico de las cepas vinicas industriales
EC1118 y CSM

Con el fin de identificar determinantes moleculares de caracter
transcripcional que regulan la longevidad natural de las células durante el
proceso de fermentacién vinica, se ha realizado un estudio transcriptémico
con nuestras cepas modelo de longevidad, EC1118 y CSM. Para ello se ha
escogido el tiempo 6 dias de vinificacion en mosto sintético, donde las células
se encuentran al principio de la fase estacionaria, y donde podrian estar
expresandose de manera diferencial entre ambas cepas genes relacionados
con el proceso de envejecimiento.

A partir de los resultados obtenidos, y utilizando los programas de
analisis de datos GenePix Pro 6.0, se escogieron aquellos genes que
presentaron una significancia estadistica (p-valor<0.05) entre las diferentes
réplicas analizadas y una variacion de la expresion superior o inferior a 2
veces entre las cepas. De esta forma se han encontrado 35 genes con mayor
tasa de expresion en la cepa CSM y 87 genes con mayor tasa de expresion
en la cepa EC1118. Estos genes fueron analizados mediante la herramienta
Funcassociate 2.0, para la identificacion de posibles grupos funcionales.

Entre los genes sobreexpresandos en CSM aparecen 3 categorias
funcionales diferentes (Tabla 2.1 A), relacionados con la biosintesis de
tiamina (genes 7H/), genes relacionados con la aril alcohol deshidrogenasa
(genes AAD) y genes relacionados con la actividad oxidorreductasa. Tanto
los genes 7H/ como los AAD son familias con una alta homologia y de
localizacion subtelomérica (Delneri ef a/, 1999). La tiamina es un cofactor
comun de diversos enzimas relacionados con el metabolismo del carbono,
como la piruvato deshidrogenasa y la piruvato descarboxilasa, y su mayor
abundancia en esta cepa podria dotarla de alguna ventaja selectiva en
estados tardios de la fermentacién, teniendo un efecto positivo en cuanto a
longevidad. La adicién de tiamina estimula la velocidad de la fermentacion

vinica (Ribéreau-Gayon ef al, 2006). La sobreexpresion de genes que
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codifican para proteinas con actividad oxidorreductasa, como los genes
relacionados con la biosintesis de ergosterol (ERG5 y ERGT177), podria
también proporcionar una mayor tolerancia a estrés oxidativo y por etanol a
esta cepa (Landolfo ef a/, 2010). Ademas, en esta tabla también se han
incluido otros genes que aparecen muy inducidos en la cepa CSM, y cuya
expresion podria afectar a la longevidad celular, como los genes homologos
RDL7y RDLZ2 (Rhodanase like profeirs), que codifican para dos proteinas
mitocondriales homodlogas a las proteinas rodanasas y cuya funcién se ha
relacionado con la proteccidn antioxidante, y sobre las que hablaremos mas
adelante.

La mayoria de genes sobreexpresados en la cepa EC1118
corresponden a categorias funcionales relacionadas con el metabolismo
(Tabla 2.1 B), como la glicdlisis o el metabolismo de aminoacidos (sobre todo
aminoacidos de azufre). Esta induccion de genes del metabolismo podria ser
la causa de la elevada velocidad de crecimiento y consumo de azucares de
esta cepa, comparada con la cepa CSM. Otros genes que se encuentran
sobreexpresados también podrian contribuir a este elevado metabolismo de
crecimiento, como el gen PMA7, que codifica para la bomba de protones de
la membrana plasmatica, y que junto a las proteinas quinasa que codifican
HRK1y PTKZ, también mas expresados en EC1118, estimulan su actividad
(Goossens ef al, 2000). La mayor actividad de esta bomba, mediante el
consumo del ATP producido por una glicdlisis sobreactivada, podria causar
un elevado potencial de membrana que facilitaria el transporte, promoviendo
por ello el crecimiento celular. Otro gen interesante relacionado con el
metabolismo que aparece sobreexpresado en esta cepa es CYR7, que
codifica para la adenilato ciclasa. Se ha descrito que este enzima activa a la
proteina quinasa A (PKA), estimulando el crecimiento celular y reduciendo la
longevidad (Fabrizio et al,, 2001).
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Tabla 2.1.Distribucion en categorias funcionales de los genes sobreexpresados mas de 2 veces
en la cepa CSM (A) y en la cepa EC1118 (B) a t6 dias de vinificacién en mosto sintético. Los

experimentos fueron realizados por triplicado, utilizando 3 réplicas bioldgicas.

A)

Categoria Genes sobreexpresados en la cepa CSM

Biosintesis de tiamina

THI12(10.88), THI11(8.44), TH/13(6.71), TH/15(2.65)
(p = 1.04e-6)

Aril alcohol deshidrogenasa AAD75(3.42), AAD10(2.86), AAD6 (2.30), AAD14 (2.24),
(p = 5.19¢-3) AAD4 (2.05), AAD3 (2.04)

Actividad oxidorreductasa  ERG77(2.70), ERG5 (2.66), FRE7 (2.28), MET12(2.22),

(p = 4.82e-10) GTT1(2.15), COX8(2.15)
o HPAZ2 (4.16), RDL1(3.92), SPG4 (3.55), RIM4 (2.97),
ros
YOR348c (2.94), RDL2 (2.82)
B)
Categoria Genes sobreexpresados en la cepa EC1118

Metabolismo de glucosa ~ ENOZ(4.55), TDH3(3.65), PFK1 (3.38), ENO7 (2.98),
(p=4.1e-12) TDH2 (2.91), PGK1 (2.74), TPI1(2.54)

ADH3 (4.50), ARG4 (4.09), ADH5 (4.06), MET16 (3.86),
METT7 (3.71), SER33(3.37), CYS3(3.35), CPA7(3.31),
BAT1(3.04), MET22(2.92), ARO3 (2.59), MET14 (2.55)

Metabolismo de

aminoacidos (p = 8.1e-14)

YILO60w (3.74), YCT1(3.43),SPT4 (3.00), PMAT (2.88),
YCRO23c (2.79), POL2(2.63), HXT3(2.62), JLP1(2.60),
ROG3(2.56), PDR12(2.54), CYR1(2.49), HRK1 (2.37),

PTK2(1.65)

Otros

Como puede comprobarse mediante el analisis transcriptomico
comparado de las dos cepas modelo de longevidad, las diferencias
observadas en la tolerancia a estrés no se basan en grandes cambios en la
regulaciéon de la transcripcion génica, ya que en este estudio no aparecen
grupos de genes relacionados con la respuesta a estrés oxidativo que estén

significativamente inducidos o reprimidos (Tabla 2.1), por lo que las
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diferencias de tolerancia a estrés observadas podrian deberse a mecanismos

de regulacién de caracter postranscripcional.

2.3.1- Estudio de la longitud de los telémeros durante la vinificacién

Como se ha mencionado anteriormente, diversos genes de la familia
THI 'y AAD aparecen inducidos en la cepa CSM. Estos genes tienen una
localizacion subtelomérica, y esta localizacidon particular podria ser la causa
de su induccién conjunta, ya que podrian estar actuando mecanismos
implicados en la regulacién de la estructura de la cromatina que afectaran a
la integridad de los telédmeros, y por ello provocando cambios en la
transcripcion de genes proximos, reprimidos por la estructura
heterocromatinica asociada a las regiones préximas a los telomeros. Para
profundizar en este aspecto, se realizd6 un experimento para comprobar si
existen diferencias en la longitud de los telémeros durante el proceso de
vinificacion entre nuestras cepas modelo. Distintas longitudes teloméricas
podrian afectar la extension de la heterocromatina asociada a telémeros.
Para ello, se realizaron microvinificaciones en mosto bobal, se tomaron
muestras celulares a distintos tiempos y posteriormente se digirié el DNA total
de las muestras con el enzima de restriccion XAo/, que corta en la proximidad
de los teldmeros con secuencias consenso Y’ (Ashafi ef al, 1999).
Posteriormente se realizé6 un experimento de Southern blof, tal y como se
describe en Materiales y Métodos (Apartado 3), y se realizé una hibridacién
con una sonda complementaria de la regién telomérica Y’, que identifica una
banda con un tamafo de unos 1300 pb.

Como puede observarse en la Figura 2.11, la longitud de los
telébmeros varia dependiendo de la cepa, siendo mas largos en la cepa
EC1118 (de unas 200 pb aproximadamente). A tiempos largos resultd
imposible extraer DNA genoémico en buenas condiciones para identificar los
teldmeros, pero no se observé un cambio de tamafo a lo largo de los puntos
analizados. Se ha descrito que en cepas de laboratorio tampoco hay

modificacion de la longitud de los telémeros al envejecer las células durante
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la LC (Ashafi ef al., 1999). En nuestras condiciones no hay ninguna relacién
entre el acortamiento de los telomeros y un envejecimiento acelerado.
Respecto a la induccion de ciertos genes subteloméricos en la cepa CSM,
eso podria significar que estructuralmente esta zona estd menos protegida al

ser mas corta en dicha cepa, y por ello mas accesible transcripcionalmente.

CSM EC1118
Kb tl1t2 t4161t8 tlt2 t4t6tg diasde
= _ _ vinificacion
15 ' B -«
-
1| B

Figura 2.11. Determinacion de la longitud telomérica mediante Sourhern blot de las cepa CSM y
EC1118 durante la vinificacién en mosto bobal. Se muestra con flechas la zona del gel donde

migra la region telomérica Y.

2.4- Estudio de la funcién de los genes RDL1y RDL2

Como se ha mencionado anteriormente, en la cepa CSM estan
sobreexpresados los genes homologos RDL7 (3.92 veces) y RDLZ2 (2.82
veces), cuya secuencia esta contigua en el genoma y que codifican para dos
proteinas mitocondriales homélogas relacionadas potencialmente con la
proteccion antioxidante. Estas proteinas, junto a Uba4p, poseen actividad
enzimatica del tipo rodanasa, y catalizan la transferencia del grupo sulfuro del
tiosulfato a la cianida (Foster ef a/, 2009). Se ha descrito que los enzimas del
tipo rodanasas tienen un papel importante en la defensa oxidativa en

bacterias (Cereda ef al/, 2009) y mamiferos (Nandi ef a/, 2000), y que en
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humanos su presencia aumenta conforme las células del epitelio de colon
envejecen (Yi et al., 2010).

Para estudiar el papel que tienen estas proteinas en la respuesta a
estrés oxidativo en cepas vinicas, se construyeron los mutantes simples de
delecion de los genes RDL7, RDLZ2 y el doble mutante en la cepa vinica
haploide C9, y se realizaron experimentos de resistencia a estrés oxidativo
ocasionado por la adicion de H202 5 mM durante 1 hora a un cultivo en medio
rico YPD en fase estacionaria. Como puede observarse en la Figura 2.12, los
tres mutantes presentan un aumento en la sensibilidad al estrés oxidativo,
siendo el mutante rd/l2A el mas sensible. El doble mutante presenta una
sensibilidad similar a la de los simples, por lo que ambas proteinas podrian

estar actuando en la misma ruta de proteccién antioxidante.
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Figura 2.12. Determinacion de la resistencia a estrés oxidativo ocasionado por la adiciéon de H20:
a un cultivo en fase estacionaria en medio YPD de los mutantes rd/7A, rdl2A 'y rd/7TArdI2A en la
cepa C9. Se indican con asteriscos las diferencias estadisticamente significativa entre el wt y los
mutantes (* p<0.05, *** p<0.005).

Dado que la expresion de estas proteinas mitocondriales (Rdl1p y
RdI2p) estaba aumentada en la cepa longeva CSM, y los mutantes
presentaron una mayor sensibilidad a estrés oxidativo, se continué con el

estudio del comportamiento en vinificacién de estos mutantes para estudiar si
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el papel de las rodanasas en el estrés oxidativo tiene algun efecto en la
longevidad celular durante el proceso de vinificacion. Para ello se escogi6 el
mutante rd/2A, que presentaba mayor sensibilidad a estrés oxidativo, y se
realizaron microvinifaciones en mosto sintético. Se utilizé este medio debido a
que también se estudié en estas vinificaciones la presencia de ROS mediante
la incubaciéon con DHR y la posterior visualizacién con el microscopio de
fluorescencia. De esta manera se analizd el dafio oxidativo presente en el
mutante rd/2A y en la cepa silvestre durante la fase de fermentacion vinica.
Se decidio no estudiar los niveles de ROS a tiempos mas largos debido a que
la muerte celular observada a partir de esta fase podria interferir en los
resultados.

En la Figura 2.13 (A) puede comprobarse que el mutante rd/2A crece
bien, incluso mejor que la cepa silvestre, y empieza a consumir
eficientemente los azucares (Figura 2.13 B), pero sufre una caida en la
viabilidad cuando se encuentra en un estado avanzado de la fermentacion (a

5 dias de vinificacion), coincidiendo con una bajada en la velocidad de
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Figura 2.13. Curvas de crecimiento y muerte celular (A) y determinacién de azucares reductores
(B) en el mutante rd/2A y en el wt de la cepa C9 durante el proceso de vinificacién en mosto
sintético. Se determind el numero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos
tiempos de vinificacién. Los experimentos se realizaron como minimo por triplicado y las barras

de error muestran la desviacion tipica (DT).
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consumo de azucares. Sin embargo, aunque de forma mas tardia, es capaz
de terminar con éxito la vinificacion y muestra una longevidad mayor.

En la Figura 2.14 se muestra como los niveles de ROS van
aumentando conforme avanza el proceso de fermentacién, y puede
observarse que este aumento es significativamente mayor en el mutante
ral2A.
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Figura 2.14. Determinacion de los niveles de ROS del wt y del mutante rd/2A en la cepa C9
durante la fermentacién vinica en mosto sintético. Se indica con asteriscos la diferencia
estadisticamente significativa entre el wt y el mutante (* p<0.05, *** p<0.005). En la parte
derecha de la figura se muestra, como ejemplo, dos imagenes tomadas con el microscopio de

fluorescencia de la cepa silvestre y del mutante rd/2A.

No hay evidencias de que el papel de las rodanasas en la
detoxificacion de la cianida pueda ser relevante durante la vinificacion, pero
estas proteinas podrian estar relacionadas con otros procesos que
intervienen en la detoxificacion del dafno oxidativo durante este proceso.
Existen diversos estudios que demuestran este aspecto, por ejemplo, la
rodanasa RhdA del género Acefobacter es necesaria en la respuesta a estrés

oxidativo, y se le ha relacionado con la reparacion de los clusters Fe-S de
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ciertas proteinas, ya que el mutante de esta proteina es incapaz de reparar
estos agregados y se produce una liberacion del hierro, produciéndose un
incremento de los ROS via reacciones de Fenton. Ademas, una isoforma de
la rodanasa mitocondrial bovina es capaz de oxidar a las tiorredoxinas,
actuando como mecanismo de detoxificacion de los ROS intramitocondriales
(Nandi et al, 2000). Las tiorredoxinas son proteinas oxidorreductasas
altamente conservadas y necesarias para mantener la homeostasis redox de
la célula (Trotter y Grant, 2005). De acuerdo con los analisis globales de
localizacion subcelular, Rdl1p y RdI2p son proteinas mitocondriales
(Sickmann ef al,, 2003). RdI1p se ha localizado en la membrana mitocondrial
externa (Zahedi ef al,, 2006), pero también en el reticulo endoplasmico (Hu ef
al., 2003). Asi pues, RdI2p podria actuar en conjuncién con la tiorredoxina
mitocondrial Trx3p, mientras que Rdl1p potencialmente podria interaccionar
también con las isoenzimas citosdlicas Trx1p y Trx2p (Trotter y Grant, 2005).
Seria necesario determinar la localizaciéon exacta y la posible interaccién de
estos distintos factores para determinar sus funciones exactas.

El mutante rd/2A presenta un adelanto en la fase de muerte celular
que coincide con una mayor acumulacion de ROS, sin embargo, su
longevidad se ve aumentada al final de la vinificacién. Esto parece sugerir
que el efecto de la funcién de RdI2p podria ser distinto dependiendo del
estado fisioldgico de la célula. Hay un cambio fisiolégico una vez se alcanza
la densidad celular maxima, donde RdI2p tendria un papel positivo en la
contencion del dano oxidativo, y otro cambio fisiolégico al final de la fase
estacionaria, donde RdI2p estaria actuando de manera negativa en el
proceso de muerte celular y por ello en la longevidad. El papel positivo de
esta proteina al final de la fermentacién sugiere una funcién mitocondrial en
la detoxificacion de los ROS durante el metabolismo fermentativo. El aumento
de ROS en el mutante podria desencadenar una mayor inducciéon de los
mecanismos de respuesta anti-estrés que podrian, a la larga, favorecer la
viabilidad de aquellas células que superan el estrés inicial, justificando la

mayor longevidad a largo plazo del mutante rd/2A.
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Como se ha mencionado anteriormente, en la cepa longeva CSM no
se produce una gran variacion en la expresién de genes relacionados con la
respuesta a estrés oxidativo, aunque si que presenta una induccién de dos
genes mitocondriales, RDL7y RDLZ, los cuales tienen un papel importante
en la respuesta a estrés oxidativo, ya que los mutantes de delecion de estos
genes, particularmente rd/2A, son mas sensible a estrés oxidativo (Figura
2.12), y ademas acumula mayores niveles de ROS durante la fermentacion
vinica (Figura 2.14), debido a un defecto en el metabolismo de detoxificacion
de radicales libres o0 a un incremento en su produccion. Este aumento en el
nivel de ROS podria conllevar a la gran caida en la viabilidad observada a los
5 dias de vinificacion, la cual coincide con una bajada en la velocidad de

consumo de azucares (Figura 2.13 B).

2.5- Estudio de la estructura y de la funcién del gen CYR7 en

levaduras industriales

Como se ha descrito en el Apartado 2.3, el gen CYR7, que codifica
para la adenilato ciclasa, se encuentra sobreexpresado en la cepa EC1118
(2.49 veces). Se ha descrito que el cAMP activa a la proteina quinasa A
(PKA), estimulando el crecimiento celular y reduciendo la longevidad
(Fabrizio et al, 2001). Por ello, y debido a la importancia de la adenilato
ciclasa en el metabolismo, se ha continuado el estudio de este gen, y su
efecto en la longevidad en las levaduras vinicas.

Gracias a que el genoma de la cepa industrial EC1118 esta
actualmente secuenciado, se ha podido estudiar la estructura de este gen y
se ha comprobado que en su promotor existe una secuencia de 336 pares de
bases (pb) localizada 117 pb delante de la secuencia de inicio de la
transcripcion (Nagalakshmi ef al., 2008), que corresponde a una secuencia
LTR (Long Terminal Repeat). Esta secuencia, llamada secuencia 9, indica la

existencia de un evento de transposiciéon llevada a cabo por un transposén
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Ty2. En la Figura 2.15 se describe con mayor detalle la estructura del
promotor del gen CYR7de la cepa EC1118.

CYR1d CYR1c
g YRL
— —fowm
QJ CYR1le
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Figura 2.15. Esquema de la secuencia 5 presente en el promotor del gen CYR7 en determinadas
cepas vinicas industriales. Se indica con flechas horizontales la posicion de los oligonucleétidos
utilizados para comprobar la existencia de la secuencia y las flechas verticales apuntan hacia la

direccion de transcripcion.

Debido a que esta secuencia no esta en la cepa de laboratorio
S288c, modelo del proyecto de secuenciacion inicial del genoma de levadura,
se procedié a analizar si esta secuencia estaba presente en las demas cepas
vinicas industriales estudiadas en este trabajo. Para ello se amplificé
mediante PCR la regién de dicha secuencia (utilizando los oligonucleétidos
CYR1¢c, CYR1d y CYR1c, marcados con flechas en la Figura 2.15) y se
comprobd que las cepas UCLM 5235, ICV46 y C Jerez poseen también esta
secuencia canodnica en el promotor del gen CYR7. La cepa UCLM 5235
presentaba una LC muy corta (Figura 2.1), el siguiente tras EC1118, por lo
que este elemento podria ser comun entre cepas con una longevidad
extremadamente corta, aunque como se ha visto, también puede aparecer en
otras cepas de longevidad intermedia, como ICV46 y C Jerez.

El promotor que contiene la secuencia 6 esta apuntando en direccién
opuesta a la del promotor de CYRT7 (Figura 2.15), por lo que el alto nivel de
expresién encontrado en este gen se deberia a procesos estructurales de la
cromatina, o por la eliminaciéon o el distanciamiento de algun elemento
represor de la transcripcion. Para profundizar en el efecto de la secuencia

den la expresion de CYRT7 y su posible efecto en la longevidad celular a
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través de la regulacién del metabolismo de crecimiento, se llevo a cabo la
eliminacion de dicha secuencia en la cepa EC1118 y se estudid su
comportamiento durante la fermentacién vinica. La disrupcién de la secuencia
se llevd a cabo en las dos copias del gen CYR7 mediante la utilizacion del
cassette reciclable kanMX, por lo que al final quedaron reemplazadas las
secuencias & por la secuencia mucho mas corta, (de 71 pb) correspondiente
al elemento /oxP. Posteriormente se comprobé la expresion del gen CYR7
durante la vinificacibn en mosto sintético en la cepa mutante para la
secuencia canonica (3A) y en la cepa silvestre, mediante el analisis del nivel
de RNA por Northern blot. Ademas, se comprobd la expresion de este gen en
la cepa CSM, como control de expresion disminuida que se habia observado
en el estudio global (Apartado 2.3). En la Figura 2.16 se observa la expresion
de CYRT que tiene lugar a los 6 dias de la vinificaciébn en mosto sintético

(mismo tiempo utilizado en el estudio global del Apartado 2.3).

CSM EC1118 OA

CYR1

mrra (D -

Figura 2.16. Expresién de CYRT7 en la cepas CSM, EC1118 y en el mutante de la secuencia
8 reemplazada con el elemento /oxP (5A) a t 6 dias de vinificacion en mosto sintético (A) y en las

muestras de mMRNA procedentes del experimento de analisis global mediante chips (B).

En la cepa EC1118 con la secuencia & eliminada (8A), el nivel de expresion
del gen de la adenilato ciclasa disminuye con respecto a la cepa parental, por
lo que el reemplazamiento de dicho elemento con la secuencia corta del /oxP
podria estar restaurando, al menos parcialmente, la estructura cromatinica
del promotor de CYR17, y por ello disminuyendo su expresién. En esta figura

también se comprueba que la cepa CSM tiene una expresion menor del gen
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CYR1, (Figura 2.16) tal y como se habia comprobado en el estudio global
realizado en el Apartado 2.3.

Una vez comprobada la expresién del gen CYR7 en el mutante 5A se
procedid a realizar microvinificaciones en mosto bobal para estudiar su
comportamiento. En la Figura 2.17 A puede observarse que el mutante 5A
crece de forma parecida la cepa silvestre, aunque a un ritmo menor que ésta,
y que extiende su fase estacionaria, lo cual se traduce en un aumento de su
longevidad (Figura 2.17 B).

En cuanto al consumo de azucares (Figura 2.17 C), aunque ambas
cepas lo completan, el mutante presenta una velocidad ligeramente inferior a

la del tipo silvestre, indicando que podria tener una menor actividad

metabdlica.
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Figura 2.17. Curvas de crecimiento y muerte celular (A) y determinacién de azucares reductores
(B) en el mutante Ay en el wt de la cepa EC1118 durante el proceso de vinificacion en mosto
bobal. Se determiné el numero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos
tiempos de vinificacién. Los experimentos se realizaron como minimo por triplicado y las barras
de error muestran la desviacion tipica (DT).
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Por tanto, mediante la eliminacién de la secuencia & del promotor de
CYR17 de la cepa poco longeva EC1118, se ha conseguido disminuir la
expresiéon de dicho gen. Como se ha mencionado anteriormente, la adenilato
ciclasa estimula el crecimiento via activacién de la PKA, produciendo una
disminucién en la LC. Esto explicaria la menor velocidad metabdlica y de
crecimiento del mutante 8A, junto con el ligero aumento en su longevidad.
Esto apoya la idea de que ademas del papel de los radicales libres, en el
control de la LC estarian participando otros mecanismos que pueden actuar
de manera independiente de la respuesta a estrés oxidativo. En la Figura 2.9
se mostré que la cepa EC1118 presentaba una mayor activacion de la
autofagia, medida por la degradacién de la proteina Ald6p. Como se ha
mencionado en la Introduccion, la inactivacién de la ruta PKA activa este
proceso de degradacion en cepas de laboratorio, sin embargo, esta cepa
tiene una mayor actividad de la ruta PKA y una mayor actividad autofagica, lo
cual podria resultar contradictorio. En las condiciones que se dan en la
elaboracion de cava, las cepas heterozigoticas con la delecion de BCY7,
subunidad represora de la PKA, inducen la autolisis (lo que concuerda con lo
observado en nuestros estudios, donde se observa una mayor actividad de
PKA y de autolisis en la cepa EC1118), pero de manera contraria a nuestros
resultados, la degradacion por autofagia de Ald6p esta bloqueada en estas
condiciones (Tabera et al, 2006). Sin embargo, no hay que olvidar las
condiciones de crecimiento utilizadas en nuestro estudio, el proceso de
vinificacion, muy distintas a los ejemplos anteriores. En este caso, las células
dejan de crecer cuando quedan en el medio grandes cantidades de azucares,
por lo que las rutas de sefalizacién de nutrientes no responderian a la falta
de fuente de carbono, sino a otro factor limitante, como el nitrégeno. En este
caso la ruta de sefalizacion mas determinante seria la ruta TOR, por lo que
esta ruta podria ser clave en el control de la autofagia en condiciones de
vinificacion. Por ello, podria resultar muy interesante la busqueda de
inhibidores de la ruta TOR que provocaran un incremento en la autofagia y

una mejor adaptacion a condiciones de restriccion por nitrégeno.
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La idea de que un crecimiento vigoroso podria estar afectando de
manera negativa a la longevidad, y por ello aumentar la lisis celular, puede
resultar de gran interés a la hora de la seleccion de cepas de levadura para
llevar a cabo la fermentacion vinica. En relacion a esto, la identificacién del
alelo con el elemento & en el promotor del gen CYR7 podria ser un marcador

atil.

2.6- Estudio del impacto de la apoptosis en la longevidad

durante la vinificacion.

Una vez comparados los comportamientos de nuestras cepas modelo
de alta y baja longevidad, se decidié profundizar en el mecanismo que causa
el envejecimiento en fase estacionaria. Se ha descrito que en cepas de
levadura en medios de laboratorio se desencadenan procesos de tipo
apoptdtico durante el envejecimiento cronoldgico (Fabrizio y Longo, 2008).
Para estudiar este aspecto se analiz6 el efecto que produce en la cepa poco
longeva EC1118 la eliminacién de un factor determinante en la apoptosis, el
gen A/F1 (Apopfosis Inducing Factor), que codifica para una proteina
mitocondrial que se ftransloca al nucleo en respuesta a estimulos que
desencadenan apoptosis (Wissing ef al,, 2004).

Se realizaron vinificaciones en mosto natural bobal con la cepa aif7A
y la parental EC1118 (Fig. 2.18). La cepa mutante presentdé un perfil de
crecimiento muy similar a la cepa silvestre (Fig. 2.18 A), sin embargo, al final
de la vinificacion si que presentd un ligero aumento en la viabilidad. Cuando
se representd el perfil de envejecimiento (Fig. 2.18 B) se aprecié que la
delecion de A/F7 extiende la longevidad al final de la vinificacion. EI consumo
de azucares es muy similar entre ambas cepas (Fig. 2.18 C), lo que indicé
que dicha mutacién no tiene impacto en el metabolismo normal de la
levadura. Asi pues, parece que efectivamente se producen fenémenos

apoptéticos al final de la fermentacion vinica, pero la relevancia de éstos en
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la muerte parece ser modesta, lo que indicaria la existencia de otros
procesos adicionales, posiblemente de caracter necrético, que contribuyen a

la muerte celular al final del proceso de vinificacion.
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Figura 2.18. Curvas de crecimiento (A), muerte celular (B) y determinaciéon del consumo de
azucares reductores (C) en el mutante aif7/Ay en la cepa EC1118 durante el proceso de
vinificacion en mosto bobal. Se determiné el nimero de células viables (cfu/mL) por recuento en
placa a distintos tiempos de vinificacion. Los experimentos se realizaron como minimo por

triplicado y las barras de error muestran la desviacion tipica (DT).

Todos estos resultados confirman que la longevidad celular es el
resultado de multiples mecanismos que actuan de manera coordinada. Las
rutas de sefalizacion por nutrientes, como la PKA, controlan los flujos
metabdlicos y la respuesta a estrés. La tolerancia a estrés oxidativo y por
etanol son determinantes en la supervivencia en fase estacionaria. Una
elevada tasa metabdlica puede conducir a una mayor produccion de radicales
libres que daine la célula. La PKA también regula procesos que pueden
modular la longevidad, como la autofagia o los mecanismos de apoptosis

mediados por la mitocondria (Leadsham y Gourlay, 2010).
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De acuerdo con el objetivo propuesto, en este apartado se han
identificado nuevos determinantes moleculares de la longevidad en levaduras
vinicas, como la proteina mitocondrial RdI2p y un alelo del gen de la adenilato

ciclasa, CYR17, el cual promueve el envejecimiento cronoldgico.
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3.- Estudio de la funcidn
de la maquinaria de
acetilacidon/desacetilacion

en la formacion de biofilm

Como se ha descrito previamente en la Introduccion, la adhesién
entre células de levadura y con superficies exdgenas es un proceso complejo
y poco conocido. Por ejemplo, la formacion de velo en los finos de Jerez es
un proceso influenciado por diversos factores, como la flotabilidad, la
interaccidn célula-célula y la hidrofobicidad. En este apartado se ha estudiado
el efecto de la modificacion genética de genes relevantes de la maquinaria de
acetilacion/desacetilacion en las interacciones célula-entorno y célula-célula

en cepas vinicas de primera fermentacion y en cepas de flor.
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3.1- Papel de las sirtuinas y de las acetiltransferasas en la

formacién de mats en la cepa vinica haploide C9

En primer lugar, se realizd una serie de ensayos dirigidos a estudiar
las diferentes formas de adhesion en las levaduras vinicas. Las cepas vinicas
y los mutantes derivados de ellas que se han utilizado en este trabajo no
muestran capacidad de floculacion ni de pseudofilamentacion (datos no
mostrados). Asi pues, la aproximacion utilizada para estudiar la funcién de las
desacetilasas y de las acetiltransferasas en la capacidad de las células para
interaccionar con el medio ha sido la formacién de mats, que son complejos
multicelulares que se forman al inocular levaduras en el centro de una placa
de YPD semi-solido (con agar al 0.3%). En estas condiciones, las células
crecen formando unas estructuras multicelulares complejas en forma de
esterilla, debido a la capacidad de “movilidad deslizante” que posee S.
cerevisiae (Reynolds y Fink, 2001), y que depende de la capacidad de
adhesién de las células al agar, ademas de cierta capacidad de interaccion
célula-célula (Bruckner y Mosh, 2011). La formacion de mats depende de la
floculina de pared Flo11p. Esta capacidad de interaccidon con el medio de las
cepas vinicas puede resultar de interés en procesos de inmovilizacion de
levaduras en soportes solidos.

Se realizaron experimentos de formacién de mats con distintos
mutantes de desacetilasas en la cepa C9. Dichos mutantes se han construido
para estudiar el efecto que tienen en cuanto a longevidad y comportamiento
en vinificacion, aspectos que se detallaran en el apartado siguiente. En la
Figura 3.1 A se puede observar el aspecto que presentan los mats tras dos
semanas de crecimiento a temperatura ambiente. La cepa silvestre forma un
mat tipico, con radios que parten desde el centro. En estas condiciones,
ademas de la capacidad de deslizamiento se puede determinar la adhesion al
agar y la adhesion célula-célula cubriendo el maf con un film de plastico
comercial y realizando una ligera presidon con un dispositivo de réplica de
placas. El patron caracteristico en este proceso de adherencia es la

formacién de una estructura en anillo (Reynolds ef a/,, 2008), ya que solo las

128



células del borde exterior del mat, que se encuentran en continuo proceso de
division celular y crecimiento, interaccionan menos con el agar y entre ellas y
se adhieren al plastico. Este es el patron que se observa en la cepa de
referencia C9 (Figura 3.1 B). El mutante sir2A presenta un mat de menor
tamano (en todos los experimentos se inocularon al menos tres placas), y
siempre de bordes mas irregulares y lobulados. Ademas, todas las células del
mat, incluidas las del centro de la estructura que ya no se dividen, se
adhirieren al plastico, indicando defectos en la interaccion celular con el
medio. Dicho patron es similar al observado en el mutante de delecién de
FLO1717 (Reynolds ef al., 2008). Con el fin de confirmar la implicacién de Sir2p
en la capacidad de adhesion de las células, se realizd la sobreexpresion del
gen S/R2 mediante la técnica de reemplazamiento de promotores optimizada
en nuestro laboratorio (Cardona et al, 2007), tanto bajo el control del
promotor de expresion especifica en fases tardias de vinificacion SP/7 (Pspir-
S/R2) como bajo el control del promotor de expresion temprana MET717
(Pmers7 -SIR2) (Rossignol ef al, 2003). Ambos mutantes producen un mat
ligeramente menor que el de la cepa parental y de aspecto mas denso. Las
dos formas de sobreexpresion del gen S/RZ causaron una disminucién de la
adhesion al agar, ya que se observa un aumento en el espesor del halo
transferido a plastico, sin que el centro del maf se vea afectado. Este
comportamiento intermedio sugiere que dichos promotores, o no funcionan a
pleno rendimiento en las condiciones de formacién de biofilm, o la excesiva
produccion de la proteina Sir2p produce algun tipo de desequilibrio que tiene
como resultado un fenotipo intermedio entre el tipo silvestre y la cepa de
delecion. En cualquier caso, parece que la dosis exacta de actividad Sir2p es
esencial para la correcta formacion de este tipo de estructuras.

Se ha descrito que en condiciones de fermentacion propias de la
industria cervecera, la delecion de S/RZ2 impide la floculacién de cepas que
tienden a agregar con alta concentracion de azucares en el medio (Dietvorst
y Brandt, 2010). Esto sugiere que la formacion de mats y la floculacion, son

procesos relacionados molecularmente a través de Sir2p.
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A)

hst3hst4

sir2hst3

Figura 3.1. Experimentos de formacién de mats en los mutantes de genes de sirtuinas y de las
cepas que sobreexpresan S/R2en la cepa C9 (A) y de analisis de la adhesion a plastico (B). Se
inocularon las cepas en el centro de placas de YPD con 0.3% de agar y se incubaron a

temperatura ambiente durante 15 dias.
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Respecto al resto de sirtuinas HS77-4, su delecién no causé un
fenotipo claro en cuanto al tamafio de los mats y ni en la adherencia del
mismo (datos no mostrados). Hst1p y Hst2p tienen un papel negativo en la
pseudofilamentancién inhibiendo la expresiéon del gen FLO70 (Halme ef al.,
2004), pero la formacion de mats en C9 discurre por mecanismos diferentes
segun nuestros resultados. La delecion combinada de HS73 y HST4
tampoco muestra un fenotipo visible (Figura 3.1), mientras que la
combinacion de sir2A con Ast3A o hstdA da lugar a un fenotipo equivalente al
de sirZA (ver por ejemplo el doble mutante sir2A hst3A en la Figura 3.1). Por
ultimo, la delecion de una desacetilasa no sirtuina de clase Il como HDA7, no
presenta ningun fenotipo en la formacion y adherencia de mats, a pesar de
que su delecién incrementa la floculacion en condiciones de fermentacion
cervecera (Dietvorst y Brandt, 2010) y la psedofilamentaciéon debida a la
expresion de FLOT77 (Halme ef al, 2004), lo que sugiere que no son procesos
comparables con la formacion de mats en cuanto a la implicacién de Hda1p.

En cepas de laboratorio, se ha identificado a la proteina de pared
Flo11p como el factor esencial para la formacion de biofilm. La delecién de
FLO717 da lugar a una adhesion total del mat al film de plastico que recuerda
a lo observado en el mutante sirZA (Reynolds y Fink, 2001). Se intentd
detectar por Northern blof la expresion de su transcrito en crecimiento en
medio rico YPD liquido y no se pudo detectar la expresion de dicho gen en
ninguno de los mutantes y fondos genéticos usados (datos no mostrados).
Por ello, se procedié a extraer RNA de los mats de ciertos mutantes de
interés, resuspendiendo los mismos en agua con el fin de recoger las células.
En este caso, si que se logr6 detectar la expresion del mensajero de FLO77
en la cepa C9, y como puede observarse en la Figura 3.2, el mutante sir2A
sufre una drastica bajada en los niveles de RNA mensajero de FLO77, lo que
posiblemente justifica el menor tamafio de su mat. En estas condiciones, la
escasa cantidad de Flo11p en la pared puede desencadenar que las células
tiendan a adherirse a un sustrato exterior. En cepas de laboratorio la
disrupcion de S/RZ2 no produce un cambio significativo en la expresion de

FLO1717 (Palecek et al, 2000). La sobreexpresiéon de S/RZ bajo los dos
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promotores mencionados no supone un aumento de la cantidad de
mensajero de FLOT7, lo que parece indicar que la cantidad de proteina de
Sir2p no parece ser el factor limitante en la expresion de este gen. También
se estudié la expresion de FLOT70, que posee relevancia en procesos de
pseudofilamentacion (Bruckner y Mosch, 2011), pero los niveles de RNA
mensajero resultaron indetectables en estas condiciones (datos no

mostrados).
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Figura 3.2. Determinacion de los niveles de mRNA de FLO77 mediante Northern blot del wt, del
mutante de delecion sirZAy de las cepas sobreexpresantes de S/R2derivadas de la cepa C9. En
la parte inferior se muestra la cuantificacion del mMRNA tras la realizaciéon de tres experimentos
independientes y se muestra las medias y la desviacién tipica (DT). Se indica con asteriscos las
diferencias estadisticamente significativas de los mutantes con respecto a la cepa wt (***
p<0.005).

Finalmente, se analiz6 el efecto de la deficiencia en las
acetiltransferasas SAS2, GCN5y SPT70 en la formacién de biofilm en este

mismo fondo genético (Figura 3.3). La delecion de SASZ no altera las
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Resultados y discusion

cualidades de formacion de mats o adherencia a plastico. Sin embargo, el
mutante gcndA si que muestra la formaciéon de mafs de tamano ligeramente

menor, y una capacidad de adhesion a plastico notablemente mayor.

Figura 3.3. Experimentos de formacién de mats en los mutantes de genes de acetiltransferasas
en la cepa C9 (A) y de anadlisis de la adhesion a plastico (B). Los experimentos se realizaron
segun lo descrito en la Figura 3.1.

La delecion de GCN5 también estimula la floculacion en las
condiciones de fermentacion utilizadas en la industria cervecera (Dietvorst y

Brandt, 2010), indicando que ambos procesos de interaccidn comparten
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algunos reguladores, aunque como hemos visto en el caso de S/IR2y HDAT,
no son procesos basados en el mismo grupo de desacetilasas.

Por ultimo, la delecion de SPT770 da lugar a mats de tamafo
reducido. El mutante C9 spf70A presenta un defecto acusado de crecimiento
en medio YPD, tanto liquido como en placas con 2% de agar (datos no
mostrados), de manera que es dificil determinar si el efecto de la mutacion es
sobre el tamano del mat o si genera un defecto de crecimiento. Sin embargo,
la adhesién a plastico esta muy incrementada, demostrando que

efectivamente la proteina Spt10p esta implicada en la formacién de biofilm.

3.2- Papel de las sirtuinas y de las acetiltransferasas en la

formacién de matfs en la cepa comercial L2056

A continuacién, se estudié la formacién de mats en mutantes
seleccionados en la cepa diploide industrial L2056, parental de la cepa
haploide C9 (Figura 3.4). La cepa silvestre da lugar a un mat mas irregular
que la cepa C9, y que al ponerse en contacto con el plastico deja adherido el
perimetro exterior, pero de una forma mas irregular. En esta cepa se
delecionaron los genes de varias sirtuinas seleccionadas segun su relevancia
en longevidad (ver Apartado 4). La delecién de S/R2 provocé una reduccion
del tamafo del mat, ademas de disminuir de manera dramatica la interaccion
célula-célula y célula-agar, ya que se transfieren muy eficazmente al plastico.
Por lo tanto, el papel de Sir2p en la formacion de este tipo de biofilm es
equivalente a lo observado en la cepa haploide C9. La delecién de HST72
produjo un mat de tamano similar, pero con un aspecto consistentemente
mas lobulado y con menor adherencia en los bordes, de manera que este
gen posee un defecto en la capacidad de las células en proliferacion para
adherirse al film. La delecién de AS73 no alter6 de forma determinante ni el

tamafo ni la adherencia del mat, de manera similar a lo observado en C9.
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Resultados y discusion

Por dltimo, se comprobd el efecto de la delecion del gen de la
desacetilasa Hda1p respecto a este fenotipo, y se observé la produccion de
un mat que crecia con mayor rapidez que el parental durante los primeros
dias de crecimiento (datos no mostrados), llegando a un diametro final
ligeramente mayor que la cepa silvestre y con una adhesion en los bordes

irregular.

Figura 3.4. Experimentos de formacién de mats en los mutantes de genes de desacetilasas en la
cepa L2056 (A) y de analisis de la adhesién a plastico (B). Los experimentos se realizaron segun

lo descrito en la Figura 3.1.
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Respecto a las acetiltransferasas, los resultados son por lo general
comparables a lo observado en la cepa haploide C9. La delecion de SASZ,
GCN5'y SPT10 conlleva la formaciéon de un mat de menor tamano (Figura
3.5). El mutante sasZA mostrd un patrén de adhesion a film similar a su cepa
parental, pero con un borde ligeramente mas grueso. ElI mutante
gcndbA mostré una adhesion al plastico muy aumentada en toda la superficie
del mat, mayor aun de lo observado en el fondo genético haploide. La
delecion de SPT770 caus6 un aumento considerable de la adhesion a plastico,
con una morfologia similar a lo observado en el mutante gcndA, efecto similar
al observado en la cepa C9. Asi pues Gen5p y Spt10p parecen presentar
papeles similares en el control de la interaccidn de las células con el entorno.

Los experimentos de caracterizacion de las estructuras mat han
permitido describir, por primera vez, la implicacién de los componentes de la
magquinaria de acetilacién/desacetilacion, como Sir2p, Gen5p y Spt10p en la
formacién de biofilm, medido a través de la capacidad de formacion de dichas
estructuras. A pesar de poseer diferentes dianas en cuanto a la acetilacion de
histonas (ver Introduccioén), las mutaciones en los tres genes generan un
fenotipo similar, consistente en la pérdida de adhesion de las células a la
colonia. Una posible explicacion para ese fenotipo compartido por las tres
mutaciones seria su efecto comun sobre mecanismos de regulacién a nivel
transcripcional que serian esenciales en el control de la capacidad de las
cepas para formar este tipo de estructuras, dependiente probablemente de
multiples mecanismos de manera que la pérdida de cualquiera de ellos puede
afectar considerablemente al proceso. Ademas, podria existir alguna(s)
proteina(s) con funcion clave en la formaciéon de estas estructuras que sea
postraduccionalmente modificada y regulada por acetilacién/desacetilacion.
El conocimiento y modificacion de este comportamiento puede resultar de
utilidad para obtener levaduras con facultades aumentadas de

encapsulamiento en soportes exégenos.
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Figura 3.5. Experimentos de formacién de mats en los mutantes de genes de acetiltrasferasas en
la cepa L2056 (A) y de analisis de la adhesion a plastico (B). Los experimentos se realizaron

segun lo descrito en la Figura 3.1.

3.3- Papel de Sir2p en la interaccién con el medio de las

cepas de flor

Como se ha mencionado en la Introduccion, determinadas cepas de
levadura, las denominadas de flor, tienen capacidad de flotabilidad y pueden
formar en la superficie del medio una pelicula o velo. Este proceso depende

de la expresion de gen FLOT77 (Fidalgo ef a/, 2006). Con el fin de estudiar el
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posible efecto de Sir2p en la formacion de velo, se procedi6 a la delecién y
sobreexpresion del gen S/R2en la cepa de flor aislada de velo denominada C
(Esteve-Zarzoso ef al, 2004). Esta cepa resultd ser triploide para el gen
S/RZ, por lo que se procedié a la triple disrupcién del gen mediante la
utilizacion del cassette reciclable kanMX.

Se comenzo con el estudio de la formaciéon de mats, pero esta cepa
de flor forma mats muy pequefios al ser inoculada en placas semisdlidas con
0.3% de agar (datos no mostrados), lo cual impidi6 estudiar la capacidad de
movilidad deslizante de las mismas. Este efecto se debe quizas a que se
trata de células que en su entorno natural de velo interaccionan fuertemente
entre si, por lo que no poseerian esta capacidad. Alternativamente, se
realizaron ensayos de adhesién a placas multipocillo de poliestireno. Para
ello se depositd en los diferentes pocillos una alicuota procedente de cultivos
estacionarios en medio YPD, se lavd con agua y se procedio a la tincién de
las células con violeta cristal, tal y como se describe en el Apartado 5.4 de
Materiales y Métodos. Los derivados de la cepa de flor mostraron diferencias
entre los mutantes y la cepa parental, ya que las primeras deleciones del gen
S/R2 no alteran la adherencia al plastico, pero cuando se elimina la ultima
copia de este gen se incrementa notablemente la capacidad de la cepa de
flor para adherirse a la placa (Figura 3.6 A). Sin embargo, la sobreexpresion
de S/R2 bajo los promotores SP/7Ty MET77 no alter6 la capacidad de
adhesién. Asi pues, la actividad de Sir2p previene la interaccion de las cepas
de flor con el medio en las placas de poliestireno, de manera similar al efecto
que tenia en la adhesion al agar en la formacion de film en cepas de primera

fermentacion, como la cepa haploide C9 y la diploide L2056.
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Figura 3.6. Experimentos de adherencia a plastico y formacion de velo en el wt y en los distintos
mutantes de S/R2de la cepa C de flor C. A) Adherencia a placas multipocillo de poliestireno. En
la parte inferior se muestra la cuantificacion de la intensidad de la tincién obtenido mediante
espectofotometria (D.O.s70) tras la realizacion de tres experimentos independientes y se muestra
las medias y la desviacion tipica (DT). Determinacién de la formacion de velo en medio de flor de

laboratorio (B) y en vino blanco de la variedad Palomino (C).
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Seguidamente se analizé el efecto de la delecidn de esta sirtuina en
la capacidad de formar velo. Para ello, se utilizé un medio minimo de
laboratorio con un 2% (v/v) de etanol, denominado medio de flor, donde se
resuspendieron células procedentes de un cultivo en estado estacionario en
medio YPD. Posteriormente se incubaron en condiciones estaticas en tubos
de ensayo durante una semana. En la Figura 3.6 B puede observarse que ni
la delecion progresiva de S/RZ, ni la sobreexpresion del mismo, impide la
formacién de velo, de manera que Sir2p no parece ser un factor determinante
o limitante en el proceso de interaccion célula-célula, necesaria para la
formacion del velo en estas condiciones.

Con el fin de realizar el ensayo de manera mas fiel a las condiciones
que se dan en el envejecimiento de los finos de Jerez, se procedid a repetir el
experimento en vino blanco de la variedad Palomino, encabezado hasta un
15% (v/v) de etanol. En estas condiciones, la delecion y sobreexpresion
tampoco impedian la formacién de velo (Figura 3.6 C). No obstante, el velo
obtenido en el triple mutante sirZA resulté consistentemente menos denso y
espeso, indicando que la delecién de S/RZ2 tiene un efecto parcialmente
negativo en la formacién de dicha estructura. Esto podria deberse al efecto
observado en la expresion de FLO77 en este mutante (Figura 3.2), ya que se
ha determinado que Flo11p es esencial en la formacién de velo (Ishigami ef
al, 2004).

Estos resultados indican una compleja red de regulacion de los
diferentes procesos de adhesién en los cuales interviene la maquinaria de
acetilacion/desacetilacion, aunque su papel no es equivalente en los distintos
modos de crecimiento alternativos que presenta S. cerevisiae. La delecion de
la desacetilasa S/RZ2 y de las acetiltransferasas GCN5 y SPT710 altera la
capacidad de formar biofilms del tipo mat Este hecho sugeriria una
disminucién de la capacidad de adhesion al agar y a una bajada en la
intensidad de las interacciones célula-célula que se dan en este tipo de
biofilm. Sin embargo, la delecién de S/R2 aumenta la capacidad de las
levaduras de flor a adherirse a un sustrato exégeno como el poliestireno, lo

que sugiere que cambios en estas enzimas pueden condicionar el sustrato
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preferido con el que las células interaccionan. En el caso de S/RZ2 hemos
determinado que controla un proceso transcripcional como la expresién de la
floculina FLOT77. Hasta la fecha no hay evidencias de que la acetilacién
pueda actuar como una forma de regulacién postranscripcional de este tipo

de procesos, aunque dicho mecanismo no es descartable.
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4.- Estudio de la funcion de
la maquinaria de acetilacion
en el metabolismo y en la

longevidad

Como se ha comentado anteriormente, el envejecimiento celular esta
condicionado por numerosos factores, tanto ambientales como genéticos. El
componente genético de la longevidad se basa en multiples y muy diversos
mecanismos de regulacion de la fisiologia celular, que en numerosas
ocasiones estan relacionados entre si y convergen en las mismas rutas
metabolicas. Como se ha descrito en la Introduccion, cada vez existen mas
evidencias de que el metabolismo actua sobre el envejecimiento celular
mediante el control de las rutas de sefalizacién por nutrientes TOR/Sch9p y
RAS/PKA (Fontana et a/, 2010). Un mismo mecanismo de regulacion puede
controlar procesos celulares totalmente distintos, incluso separados
espacialmente, como ocurre con la maquinaria de acetilacion y desacetilacion
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celular, que regula en el nucleo la transcripcion génica modificando el estado
de acetilacion de las histonas, pero también controla el metabolismo
mediante modificacién directa de las enzimas metabdlicas (Norwell ef al,
2010). Con el fin de estudiar si la maquinaria de acetilacion/desacetilacion
celular tiene algun papel en la regulacion de la longevidad cronolégica a
través de la modulacion del metabolismo en levaduras vinicas, se estudié el
efecto que produce la delecion de diversos genes que codifican para
proteinas relacionadas con dicha maquinaria, y se determiné si se producen
cambios en su longevidad. En una primera aproximacion se construyeron los
mutantes en la cepa vinica haploide C9 y se realizaron ensayos de
envejecimiento cronologico en medio de laboratorio para caracterizar el
efecto fenotipico de dichos mutantes. Posteriormente, se construyeron
mutantes de los genes mas relevantes en su cepa parental L2056 (diploide
en todos los genes estudiados en este trabajo). Con dichas cepas se
realizaron experimentos de vinificacion en mosto bobal natural o en mosto
sintético, cuando las condiciones lo requerian, con el fin de estudiar el
comportamiento de los mutantes en condiciones naturales de vinificacion. En
estas condiciones, también se ha determinado la concentracion de
metabolitos de interés enoldgico relevantes para la longevidad y se han
medido diversas actividades enzimaticas de proteinas clave del metabolismo,
cuya funcién podria afectar a la LC. Una vez caracterizadas las diferencias
obtenidas entre los mutantes, se ha intentado describir un mecanismo
molecular de regulacion de las proteinas de la maquinaria de

acetilacion/desacetilacion sobre determinadas proteinas del metabolismo.

4.1- Papel de las sirtuinas y de las acetiltransferasas en el

envejecimiento cronoldgico en condiciones de laboratorio

Con el fin de caracterizar proteinas clave en la longevidad en cepas

vinicas, se realizaron experimentos de envejecimiento cronolégico en medio
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de laboratorio con diversos mutantes implicados en la maquinaria de
acetilacion/desacetilacion celular. Los experimentos de LC se realizaron en
medio rico SC, y determinando la viabilidad a lo largo del tiempo, tal y como
se describe en Materiales y Métodos (Apartado 2.2.3).

En primer lugar, se comprob¢ si la delecién en la cepa haploide C9
del gen de la desacetilasa S/RZ2, de su acetil transferasa antagénica SASZ2
(Dang ef al, 2009) y la doble delecién, ocasiona algun cambio en la
longevidad en este fondo genético. Como puede observarse, (Figura 4.1 Ay
B) el mutante sirZA, aunque muestra un mayor descenso en la supervivencia
durante los 6-7 primeros dias, es notablemente mas longevo que la cepa
silvestre, tal y como se ha descrito anteriormente en cepas de laboratorio en
células que se encuentran en condiciones de restriccion caldrica extrema
(Fabrizio ef al, 2005). En un estudio global realizado por Matecic ef al,
(2010) también encuentran que el mutante sir2A incrementa ligeramente su
LC en condiciones no restrictivas. El mutante sas2A (Figura 4.1 A) tiene un
comportamiento similar al de s/r2A, aunque la velocidad de muerte inicial es
aun mayor y el aumento de longevidad no es tan acusado. La similitud de los
perfiles de la curvas de supervivencia de los mutante sasZA y sirZA parece
indicar que estas proteinas no tienen un papel antagénico en el
envejecimiento  cronoldgico, contrariamente a lo descrito para el
envejecimiento replicativo (Dang ef al/, 2009). Ademas, el doble mutante
sirZAsasZA (Figura 4.1 A) es menos longevo que los mutantes simples, lo que
podria indicar que ambas proteinas controlan aspectos diferentes de la LC.

Tras el efecto observado en la longevidad del mutante sirZA, se
continué con el estudio del resto de miembros de la familia de sirtuinas
presentes en el genoma de la levadura, HS77-4, observandose distintos
comportamientos (Figura 4.1 B). El mutante Asf7A presenta un perfil de
supervivencia similar al silvestre, por lo que esta sirtuina no parece tener
efecto en el control de la LC en estas condiciones. Sin embargo, el mutante
hst2A es menos longevo, mientras que los mutantes Ast3A y Ast4A presentan

una longevidad mayor que la cepa silvestre, lo que indica que todas las
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sirtuinas descritas en levadura, excepto Hst1p, tienen una posible funcion en

la regulacion de la LC en el fondo genético de esta levadura vinica.
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Figura 4.1. Experimentos de LC en los mutantes de genes de sirtuinas y de acetiltranferasas en
la cepa C9. Se determind el nimero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos
tiempos del experimento de envejecimiento. Los experimentos se realizaron como minimo por

triplicado y las barras de error muestran la desviacion tipica (DT).

Estudios previos con cepas de laboratorio presentan diferencias de
longevidad con respecto a estos mutantes, ya que Smith ef a/, (2007)
encuentra que el mutante Ast7A y hst3A tienen disminuida su longevidad,
mientras los mutantes AstZ2A y hst4A se comportan como la cepa silvestre.
Esta diferencia observada entre las cepas de laboratorio y las vinicas podria
deberse a la adaptacién de estas ultimas a un medio natural que, como se ha

descrito previamente, es mucho mas complejo en cuanto a composicion.
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Ademas, la domesticacion de las cepas de laboratorio podria haber dado
lugar a cambios en la regulaciéon de la expresion de las sirtuinas durante el
proceso de envejecimiento. Un aspecto que parece clave en dicha
domesticacién de las cepas de laboratorio es la presencia de auxotrofias, ya
que se ha descrito que la recuperacién de la prototrofia de LEUZ incrementa
la longevidad en cepas de laboratorio (Alvers ef al., 2009).

Para profundizar en el papel de las sirtuinas en la LC y su relacién
entre ellas, se construyeron los dobles mutantes sir2Ahst3A, SirZ2Ahst4A 'y
hst3Ahst4A, ya que los mutantes sencillos provocaban una extension de la
longevidad, y se estudido su comportamiento en condiciones de laboratorio
(Figura 4.1 C). La delecion adicional de HST73y de HST4 al mutante sirZA,
provoca un ligero aumento en su longevidad, sugiriendo un efecto aditivo de
estas sirtuinas, aunque la funcién de Sir2p parece ser mas relevante. El doble
mutante Ast3Ahst4A es mas longevo que los simples parentales, lo que
puede indicar, tal y como se ha descrito en cepas de laboratorio, que actuan
sobre las mismas dianas. Estas dos proteinas relativamente homologas,
desacetilan los mismos residuos de las histonas y su funcidon se ha
relacionado con la regulacion de la acetil-CoA sintetasa, como hacen sus
homologos en humanos y en Sal/monella, porque el doble mutante (y no los
mutantes sencillos) es incapaz de crecer con acetato y propionato como
Unicas fuentes de carbono (Starai ef a/., 2004). Para comprobar si en el fondo
genético de las cepas vinicas este doble mutante es incapaz de crecer en
medio con acetato o propionato como Unica fuente de carbono, se comprobo
su fenotipo de crecimiento en medio so6lido mediante el goteo de diluciones
seriadas (Figura 4.2). Como puede observarse en esta figura, todos los
mutantes analizados son capaces de crecer en medio con acetato (YPA,
panel B) y con propionato (YPP, panel C) como unica fuente de carbono, y
Unicamente se aprecia una ligera reduccion en el crecimiento del doble
mutante hst3Ahst4A en propionato, mientras que crece bien en acetato, y un
crecimiento ligeramente mayor de los mutantes que contienen sir2A, pero
s6lo en propionato, sugiriendo sutiles diferencias entre ambos metabolitos.

Este resultado apoya la idea de que la domesticacién de las levaduras de
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Resultados y discusion

laboratorio puede haber alterado la regulacién o la funcion de las sirtuinas,
haciendo muy interesante, aunque también mas complicado, estudiar la
regulaciéon en cepas vinicas, donde parece subsistir una mayor variedad de

vias metabolicas.

Sir2A hst34
Sir2A hst4A
hst3A hst4A

Figura 4.2. Crecimiento en placa de las cepas wt y mutantes de sirtuinas en medio YPD (A), YPA
(B) e YPP (C). Las distintas diluciones fueron inoculadas procedentes de cultivos en medio rico
YPD durante 12 h. Las placas se incubaron a 30 °C durante 24 h (YPD) o 72 h (YPA e YPP).

Se intentd llevar a cabo la construccién del triple mutante
sir2Ahst3Ahst4A, pero no fue posible a partir de ninguno de los dobles
mutantes. Esto podria significar que la delecién conjunta de estas tres
sirtuinas es letal en nuestro fondo genético, como ocurre en algunas cepas
de laboratorio donde la delecién de las cinco sirtuinas solo es posible en el
mutante 70b7A, una proteina implicada en la formacién de circulos de rDNA
(Tsuchiya ef al.,, 2006).

Finalmente, se estudio el efecto de la delecidén de otros genes que
codifican para otras proteinas relacionadas con la maquinaria de
acetilacion/desacetilacion. Se comenzé con el estudio del mutante de la acetil
transferasa Gcn5p, que en cepas de laboratorio tiene disminuida su
longevidad (Eisenberg ef al, 2009; Laschober et al, 2010), y como puede
observarse en le Figura 4.1 D, también en nuestro fondo genético se muestra

menos longevo. En diversos procesos de desacetilacion de las histonas, se
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ha descrito a la desacetilasa Hda1p, un tipo de desacetilasa diferente a las
sirtuinas, como antagénica de Gncb5p (Millar ef al., 2006). Ademas, en dos
estudios globales (Powers ef al., 2006; Eisenberg ef al,, 2009) se ha descrito
que el mutante hda7A es mas longevo que la cepa parental, y como puede
observarse en nuestros experimentos (Figura 4.1 D), también la delecion de
HDA 7 muestra un fenotipo mas longevo en cepas vinicas durante la mayor
parte del periodo de tiempo analizado en el experimento. Se concluyé con la
delecion de la acetil transferasa Spt10p, que acetila el residuo H3K56, diana
de las desacetilasas Hst3p y Hst4p y cuyo mutante de delecion es menos
longevo en el estudio global de Eisenberg ef al, (2009). Como puede
observarse, (Figura 4.1 D), al delecionar este gen en nuestro fondo genético
se produce un notable descenso en la LC, ya que el mutante spf70A es hasta
4 veces menos longevo que la cepa parental.

Nuestros resultados indican que el papel que ejerce la maquinara de
acetilacion/desacetilacion en el envejecimiento cronoldgico es similar cuando
se comparan cepas vinicas con cepas de laboratorio, aunque la regulacién de
alguna de estas proteinas puede ser distinta debido a la adaptacién de las
levaduras industriales al medio natural, observandose por ello un patréon
diferente de LC en algunos mutantes de cepas vinicas cuando se estudian en

medios de laboratorio.

4.2- Papel de las sirtuinas y de las acetiltransferasas en el

envejecimiento cronologico durante el proceso de

vinificacion

Los resultados obtenidos con los mutantes de las sirtuinas y de las
acetiltransferasas que mostraron una relacién con la longevidad en medios
de laboratorio, nos llevaron a estudiar el comportamiento de los mutantes

mas relevantes en condiciones de vinificacion. De esta forma se pretendio
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saber si estas proteinas también regulan la longevidad en el medio natural de
las levaduras vinicas, el mosto de uva.

Para abordar este estudio se realizaron microvinificaciones a escala
de laboratorio, tanto en la cepa vinica haploide C9, la cual permite el estudio
de mutantes multiples, como en su cepa parental comercial L2056, que
posee una longevidad intermedia (Figura 2.1). En algunos casos también se
recurrio a la utilizacién de la cepa vinica comercial EC1118, que como se ha
descrito anteriormente, es muy poco longeva tanto en medios de laboratorio
como en condiciones de vinificacién, lo que la hace muy interesante para

estudiar determinados genes que afecten a la LC.

4.2.1- Andlisis del comportamiento en vinificacién de mutantes de sirtuinas y

acetil transferasas en la cepa vinica C9

Se realizaron microvinificaciones en mosto tinto natural de la variedad
bobal con algunos de los mutantes de sirtuinas y acetiltransferasas
caracterizados en el apartado anterior, tal y como se describe en Materiales y
Métodos (Apartado 2.2.2). Todos los mutantes analizados presentaron una
curva de consumo de azucares similar, fermenténdolos en su totalidad antes
del octavo dia y por ello acabando sin paradas el proceso de vinificacion
(resultados no mostrados). En estas condiciones, las células realizan unas 6-
7 divisiones hasta alcanzar la saturacion, (por ejemplo, en la Figura 4.3 A, la
cepa parental se duplica 6.76 veces), donde las células dejan de dividirse
aunque quedan altas concentraciones de azucares en el medio (por ejemplo,
aproximadamente el 10% en el silvestre, (Figura 4.3 A), lo que ratifica que el
factor limitante en el proceso de vinificacion es probablemente la fuente de
nitrégeno, y no la de carbono.

El mutante sir2A (Figura 4.3 A) alcanza un numero de células
ligeramente superior al silvestre y su cinética de muerte es mas rapida, por lo
que es menos longevo. Este resultado se puede observar mejor si se
representa la muerte celular con respecto al punto maximo de crecimiento

(Figura 4.3 B), obteniéndose una curva de supervivencia similar a las
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realizadas para los experimentos de longevidad cronologica en SC (Apartado
4.1). El mutante sasZA presenta un crecimiento notablemente inferior al del
silvestre y al igual que sirZA su cinética de muerte también es mas rapida que
la del silvestre, por lo que también es menos longevo. Sin embargo, en el
doble mutante sir?AsasZA, aunque alcanza un numero de células incluso
menor que las del simple sasZA, el inicio de la fase de muerte se retrasa
considerablemente (hasta los 20 dias, el doble que el de resto de cepas), y
por ello su longevidad no se ve afectada (Figura 4.3 B). Al igual que lo
descrito anteriormente en medio de laboratorio (Figura 4.1 A), tanto el
mutante sirZA como sasZA presentan un perfil de longevidad parecido, y el
doble mutante se comporta de manera contraria a los simples, lo que significa
que la funcién de Sir2p y Sas2p en la LC durante la vinificacidon tampoco
seria antagonica y ambas proteinas estarian controlando aspectos diferentes
del envejecimiento. Resulta muy interesante que el efecto sobre la longevidad
en los mutantes simples sir2A y sasZA sea el contrario al observado en
medios de laboratorio (Figura 4.1), es decir, que el papel de estas proteinas
en la LC durante la vinificacion es positivo. Estos resultados indican la
existencia de grandes diferencias en la regulacion de la longevidad
dependiente de las condiciones de cultivo. El papel positivo de Sir2p en la LC
durante la vinificacion coincide con lo descrito para la longevidad replicativa
en condiciones de laboratorio (Longo ef a/., 2006). Estos resultados apuntan
a lo importante y atractivo que resulta estudiar determinantes de longevidad
en el medio natural de crecimiento de las levaduras vinicas.

Los mutantes hst3A y hst4A presentan un perfil de crecimiento y
muerte celular similar al de la cepa silvestre, aunque Asf3A alcanza un
numero de células inferior (Figura 4.3 B). Tal y como ocurria en la LC en
condiciones de laboratorio (Figura 4.1 B), los mutantes Asf3A y Ast4A también
presentan una longevidad ligeramente mayor que la cepa silvestre en

condiciones de vinificacion (Figura 4.3 D).
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Figura 4.3. Curvas de crecimiento y muerte celular durante el proceso de vinificacion (A, C, E) y

curvas de longevidad cronoldgica (B, D, F) del wt y de los mutantes de genes de sirtuinas en la

cepa C9. Se determin6 el numero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos

tiempos de vinificacion. Los experimentos se realizaron como minimo por triplicado y las barras

de error muestran la desviacion tipica (DT).

La delecién adicional de HS73y de HST74 al mutante sirZA, provoca

que los dobles mutantes alcancen un numero inferior de células, tal y como

se observo en el mutante simple Ast3A e igual que se observa en el doble
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mutante Asf3Ahst4A, lo que parece indicar que Hst3p es el factor
determinante en este aspecto. Sin embargo, los dobles mutantes sir2AAst3A
y sirZAhst4A se comportan como el simple sirZA, viendo disminuida su
longevidad, por lo que la funcién de Sir2p parece ser mas relevante en LC en
condiciones naturales de vinificacion, como se observé también en
condiciones de laboratorio (Figura 4.1 C). EI comportamiento del doble
mutante hsf3Ahst4A es mas dificil de interpretar, ya que su longevidad es
similar a la de la cepa silvestre, por lo que no es mas longevo que los simples
parentales tal y como se observé en condiciones de laboratorio (Figura 4.1 B
y C). Asi pues, la influencia de las sirtuinas en la LC en condiciones de
vinificacion depende en la mayor parte de los casos del medio de cultivo en la
que ésta se analiza. Para obtener una visibn mas amplia se ampliaran este

tipo de analisis a cepas industriales comerciales.

4.2.2- Andlisis del comportamiento en vinificacién de mutantes de sirtuinas y

acetiltransferasas en cepas vinicas comerciales

Tras la aproximacion realizada con los diversos mutantes en la cepa
vinica haploide C9, se escogieron algunas proteinas cuya funcion parecia
mas interesante en el la LC y se construyeron los mutantes de delecién en la
cepa vinica comercial L2056, diploide para todos los genes estudiados en
este trabajo. Los mutantes se construyeron tal y como se describe en
Materiales y Métodos (Apartado 6.2), mediante la utilizacién del cassette
reciclable kanMX flanqueado por dos sitios /oxP, escindible mediante el uso
de la recombinasa cre. De esta forma se construyeron mutantes para las
desacetilasas S/R2, HSTZ2, HST3 y HDA7 y mutantes para las acetil
transferasas SASZ, GCN5 y SPT70. Con todos ellos se realizaron
microvinificaciones en mosto tinto natural de la variedad bobal y, cuando las
circunstancias lo requerian, también en mosto sintético, tal y como se
describe en el apartado anterior y en Materiales y Métodos (Apartado 2.2.2).

Para comprobar determinados resultados en otra cepa comercial, también se
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construyeron algunos de los mutantes en la cepa poco longeva EC1118,
diploide para los genes estudiados en este apartado.

Para seguir la evolucion de la fermentacidon vinica, se tomaron
muestras a distintos tiempos y se determinaron los niveles de azucares
reductores y la produccién de metabolitos de importancia enoldgica para los
que se ha descrito un papel en el envejecimiento. También se procedié a
medir la actividad enzimatica de proteinas clave del metabolismo en los
mutantes con distinta produccién de dichos metabolitos y cuya funcién podria

afectar ala LC.

4.2.2.1- Determinacion de la viabilidad y de la longevidad cronolégica

Como puede observarse en la Figura 4.4 A, el mutante sir2A alcanza
un numero mayor de células y su cinética de muerte es mas rapida, por lo
que es notablemente menos longevo, lo cual puede observarse mejor al
representar una curva de longevidad cronolégica tomando como punto de
partida el tiempo donde se alcanza la mayor densidad de células, en este
caso el dia 6 (Figura 4.4 B). Este comportamiento es similar al observado
para la cepa haploide C9 (Figuras 3.3 A y B), aunque en este caso las
diferencias eran menores, y como se ha comentado anteriormente,
totalmente opuesto al observado durante el envejecimiento cronolégico en
condiciones de laboratorio (Figura 4.1 A). Para comprobar si esta disminucién
en la longevidad del mutante sirZA también se produce en otros fondos
genéticos de levaduras vinicas, se realizé un experimento equivalente con la
cepa comercial EC1118. Como puede comprobarse en la Figura 4.5 A y B,
esta cepa es menos longeva en condiciones de vinificacion (el final de la fase
de muerte se adelanta a 14 dias, en comparacién de los 29 dias de la cepa
L2056, (véase la Figura 4.4 C). En esta cepa, el mutante s72A alcanza un
numero de células superior al de la cepa parental y su longevidad es menor,
por lo que esta sirtuina también ejerce su papel en cepas muy poco longevas,

acortando aun mas su LC.
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