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Introduccion

1. Las levaduras.

Las levaduras son hongos unicelulares, no filamentosos que se
clasifican mayoritariamente dentro de la clase Ascomycetes. Normalmente
presentan una morfologia esférica, ovalada o cilindrica. Aunque la mayoria de
estos microorganismos poseen esta morfologia celular, bajo determinadas
condiciones, algunas especies pueden formar filamentos que, en ciertas
especies como Candida albicans, son imprescindibles para desarrollar su
patogenicidad. Se reproducen asexualmente por gemacion (Figura 1.1) o
biparticién al formar colonias de origen unicelular, las cuales a medida que
crecen, aumentan el numero de levaduras; o por fision, proceso en el que la
célula parental se alarga, se divide y forma dos células hijas. Si existe
reproduccion sexual, las esporas, denominadas ascosporas o basidiosporas,
se forman dentro de un cuerpo fructifero. Cuando no se encuentra alguna
estructura de reproduccion sexual, las especies se denominan levaduras
imperfectas 0 anamorficas y se agrupan en la clase Blastomycetes (Kurtzman y
Fell, 1998).

Mitocondrias

Periplasma

e
Pared celular

Figura I.1. Micrografia de una célula de levadura en divisidon (Feldmann y Branduardi, 2012).

Las levaduras son organismos saprofitos que crecen sobre una gran
variedad de sustratos de origen vegetal o animal, o bien como parasitos de
plantas y animales. Son habitantes comunes de nichos donde hay azucares
(flores, frutos y corteza de arboles). Son responsables de muchas actividades
beneficiosas para el hombre, por lo que se les ha utilizado durante milenios
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para la produccion de alimentos fermentados y bebidas alcohdlicas, e incluso
en la produccion de antibiéticos, vitaminas y enzimas. Ahora bien, las levaduras
también son responsables de actividades perjudiciales como el deterioro de
alimentos y productos manufacturados, al igual que la produccién de
enfermedades infecciosas en el hombre y los animales. Las levaduras
participan en la produccion de la mayor cantidad de productos biotecnolégicos
a nivel mundial, superando tanto en produccién, como en ingresos economicos,
a cualquier otro grupo de microorganismos industriales. Una de las especies de
levaduras de mayor interés biotecnoldgico y ampliamente conocida es
S. cerevisiae (Moyad, 2007).

S. cerevisiae es también un organismo de gran importancia comercial,
ya que estos microorganismos han sido utilizados desde hace mucho tiempo
para fermentar azucares provenientes de distintos cereales y frutas, para la
produccion de bebidas alcohdlicas, en la industria de la panificacion, para
expandir o hacer crecer la masa e incluso para la obtencién de destilados.
Ademas, Saccharomyces cerevisiae es utilizada como suplemento proteinico,
estimulador de energia, potenciador inmune como vehiculo donde otros
compuestos pueden ser insertados para crear un producto de salud
comercializable (Moyad, 2007). Como ejemplo de la relevancia de esta
especie, podemos indicar que la produccién de biomasa anual a nivel mundial
de S. cerevisiae supera el milldbn de toneladas, un nivel que excede la
produccion conjunta de otros microorganismos industriales en dos érdenes de

magnitud.

Sin embargo, S. cerevisiae no es la uUnica especie del género
Saccharomyces que tiene relevancia industrial, otras especies pertenecientes
al género Saccharomyces tales como S. kudriavzevii, S. paradoxus, S. uvarum
y S. eubayanus, una nueva especie aislada en Argentina (Libkind et al., 2011),
asi como los hibridos de estas especies, también tienen un papel importante en

la elaboraciéon de bebidas como sidra, cerveza o vino.
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2. El género Saccharomyces

Las especies reconocidas del género Saccharomyces son S. arboricola,
S. cariocanus, S. cerevisiae, S. eubayanus, S. jurei, S. kudriavzevii, S. mikatae,
S. paradoxus y S. uvarum y 2 antiguas especies que corresponden a hibridos,
S. bayanus (S. eubayanus x S.uvarum) y S. pastorianus (S. cerevisiae X
S. eubayanus) (Almeida et al., 2014; Boynton y Greig, 2014; Naseeb et al.,
2017). Ademas, dentro del género es frecuente encontrar en procesos
industriales otros hibridos naturales, tales como S. cerevisiae x S. kudriavzevii,
S. cerevisiae x S. uvarum, y triples hibridos S. cerevisiae x S. kudriavzevii X
S. uvarum (Gonzalez et al., 2006; Lopes et al., 2010; Pérez-Traveés et al., 2014;
Pérez-Torrado et al., 2017; Peris et al., 2018, 2012b, 2012a). A continuacion,
se indican las caracteristicas mas importantes de las especies relevantes a

nivel biotecnoldgico.

21 Especies del género Saccharomyces relevantes en

biotecnologia

La especie S. cerevisiae es la especie predominante y responsable de la
fermentacién alcohdlica en la produccion de vino, cerveza, sake y diferentes
bebidas tradicionales fermentadas. Es la levadura mejor adaptada para crecer
a altas temperaturas dentro del género Saccharomyces, con las temperaturas
de crecimiento 6ptimas mas altas (32.3 °C) y maximas (45.4 °C) (Salvado et al.,
2011). También es la especie con mayor resistencia al etanol (Arroyo-Lopez
etal.,, 2010). Ademas de su papel tradicional en la fermentacién alcohdlica,
entre las especies del género Saccharomyces, S. cerevisiae es también la mas
utilizada para la produccion de bioetanol a partir de hexosas, habiendo
empleado regularmente cepas de alto rendimiento en la produccion de etanol y
tolerantes a crecer a altas temperaturas (Greetham et al., 2014; Wimalasena
et al., 2014). En el siguiente parrafo analizaremos aquellas otras especies que
se han utilizado como alternativas a la especie S. cerevisiae en aplicaciones

biotecnoldgicas.
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La especie S. paradoxus también ha sido utilizada para la fermentacion
de vinos croatas (Redzepovi et al., 2002) y es la mas cercana a S. cerevisiae,
segun las reconstrucciones filogenéticas (Scannell et al., 2011). Esta levadura
silvestre es una especie natural distribuida en todo el mundo con una presencia
fortuita en los procesos de fermentacion, aunque sus cepas se han aislado de
ambientes naturales generalmente asociados con exudados de arboles
(Kurtzman, 2003).

La especie S. kudriavzevii se ha aislado principalmente en ambientes
naturales, como hojas en descomposicién (Naumov et al., 2000) o cortezas de
roble (Sampaio y Gongalves, 2008; Lopes et al., 2010). Esta especie participa
en la formacién de hibridos con especies de S. cerevisiae, que estan presentes
en fermentaciones industriales en Europa central (Masneuf etal., 1998;
Lopandic et al., 2007; Gonzalez et al., 2008, 2007, 2006; Sipiczki, 2008; Belloch
et al., 2009; Peris etal.,, 2012a, 2012b). La caracterizacion fisiolégica de las
cepas de S. kudriavzevii ha demostrado su criotolerancia, creciendo bastante
bien a bajas temperaturas (10-15°C) (Belloch et al., 2008; Tronchoni et al.,
2009; Salvad¢ et al., 2011).

La cepa criofilica, S. bayanus, aunque se ha encontrado en habitat
natural en el lejano oriente junto con cepas de S. cerevisiae y S. paradoxus,
también aparece asociada a diferentes procesos de fermentacion como
vinificacion (Demuyter et al., 2004; Le Jeune et al., 2007), produccion de sidra
(Coton et al., 2006), elaboracion de cerveza, o como contaminante del mosto
de uva. La cepa tipo de esta especie, originalmente aislada de cerveza, ha sido
descrita como un hibrido que posee también genoma nuclear de S. cerevisiae
(de Barros Lopes et al., 2002; Nguyen y Gaillardin, 2005), lo que llevd a la
propuesta de la reinstauracién de la especie S. uvarum, un antiguo taxén
incluido en S. bayanus, como una especie distinta (Nguyen y Gaillardin, 2005)
o como una variedad diferente dentro de S. bayanus (Naumov et al., 2000). En
un estudio reciente, Pérez-Través etal., (2014) mostraron que el grupo
'uvarum' presenta una alta homogeneidad intraespecifica y que las cepas de

S. bayanus tienen distintos niveles de homocigosidad, hibridacion e
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introgresion. Todas las cepas de S. bayanus son hibridos entre S. uvarum 'y

S. eubayanus y no se identificd una cepa pura de S. bayanus var. bayanus.

La comparacién fenotipica entre S. uvarum y S. cerevisiae revela que
S. uvarum crece mejor a bajas temperaturas, produce cantidades mas
pequenas de acido aceético, menores cantidades de alcoholes amilicos, pero
mayores cantidades de (glicerol, acido succinico, acido malico, alcohol
isobutilico, alcohol isoamilico y numerosos compuestos secundarios de la
fermentacion alcohdlica (Sipiczki, 2008). Los vinos producidos por cepas de
S. uvarum tienen una mayor intensidad aromatica que los producidos por
S. cerevisiae (Coloretti etal.,, 2006; Gamero etal., 2013). Por otro lado,
S. uvarum es menos comun y aparece principalmente en fermentaciones a
bajas temperaturas ya que tiene la capacidad de crecer mejor que S. cerevisiae
en este tipo de fermentaciones (Demuyter et al., 2004; Masneuf-Pomaréde
et al., 2010).

En la naturaleza, asi como en la fabricacion y elaboracion de vino, se
han aislado levaduras hibridas tanto homoploides como alopoliploides cuyos
genomas se derivan total o parcialmente de dos o mas miembros diferentes del
género Saccharomyces como describimos anteriormente. Estas especies de
Saccharomyces también se pueden aparear en el laboratorio para crear
hibridos interespecificos de novo (Pérez-Través et al., 2012; Dunn et al., 2013).
Hibridos naturales de S. cerevisiae, S. bayanus y S. kudriavzevii que realizan
fermentaciones de vino se han caracterizado genéticamente (Gonzalez et al.,
2008, 2006; Belloch et al., 2009; Peris et al., 2018, 2012b, 2012a). Los hibridos
entre S. cerevisiae y S. kudriavzevii pueden fermentar mostos a bajas
temperaturas con un rendimiento de fermentacién especialmente bueno a 14,
18 y 22 °C (Gonzalez et al., 2007). Los datos fisiolégicos sugieren que los
hibridos de Saccharomyces pudieron haber heredado la capacidad de crecer a
altas temperaturas (30-37 °C) y la tolerancia al etanol de su parental
S. cerevisiae y su capacidad para crecer a bajas temperaturas (10-16 °C) de su

parental S. bayanus y S. kudriavzevii. Se han realizado estudios similares con
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hibridos entre S. cerevisiae y S. uvarum, indicando que tienen la capacidad

criotolerante de S. uvarum y la tolerancia al etanol de S. cerevisiae.

El resto de las especies no estan asociadas con ambientes
fermentativos. S. arboricola se encontré asociado a la corteza de dos especies
arboreas de la familia Fagaceae en diferentes regiones de China (Wang y Bai,
2008), S. cariocanus se aislo de la mosca de la fruta (Drosophila sp.) en Brasil
(Naumov et al., 2000), S. mikatae se aislo del suelo y hojas en descomposicion
en Japon (Naumov et al., 2000) y S. eubayanus se encontré en bosques de
Nothofagus (Haya del sur) en la Patagonia (Libkind et al., 2011) y la especie
recientemente descrita, S. jurei aislada de Quercus robur en Francia (Naseeb
et al., 2017).

2.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de las levaduras en crecimiento por gemacion se
compone principalmente de tres tipos de células: haploides, con dos tipos de
apareamiento iségamos (a y a) y diploides (a/a) (Herskowitz, 1988; Madhani,
2007). Los dos tipos de haploides a menudo se llaman de tipo sexual porque
tienden a conjugar (la conjugacion se produce solo entre las células a y las
células a. El cambio de tipo sexual es el proceso mediante el cual una célula
haploide a puede convertirse en una célula haploide a, al cambiar su genotipo
en el locus de tipo sexual (MAT) de MATa a MATa o viceversa. Los tres tipos
de células pueden dividirse por mitosis dadas las condiciones ambientales
favorables pero en S. cerevisiae, las células haploides de tipos sexuales

opuestos conjugaran facilmente si se encuentran (Merlini et al., 2013).

Las células haploides a expresan un receptor que detecta la feromona
de apareamiento del factor a expresada por células haploides a.
Reciprocamente, las células haploides a expresan un receptor que se une a la
feromona a expresada por las células haploides a. La interaccion entre una
feromona y su receptor en cualquier tipo de célula haploide desencadena una
cascada de sefalizacion MAP-quinasa que da como resultado la detencion de

la proliferacion mitética en fase G1, la formacion de una proyeccién de
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apareamiento polarizada hacia la fuente de feromonas y finalmente el
apareamiento celular y fusién nuclear para generar un cigoto diploide (Bardwell,
2005; Jones y Bennett, 2011; Merlini et al., 2013).

Los diploides son inducidos a meiosis y esporulacion en condiciones
limitantes de nutrientes en el ambiente (especificamente inanicién de nitrégeno
en presencia de una fuente de carbono no fermentable), lo que resulta en la
formacion de un asca. El asca normalmente contiene cuatro esporas haploides
(dos a y dos a) que germinan al restablecer las condiciones favorables
(Honigberg y Purnapatre, 2003; Piekarska et al., 2010; Neiman, 2011). Un

resumen del ciclo de vida se muestra en la Figura |.2.

Haploide a x o Haploide

Cruzamiento

Crecimiento vegetativo Crecimiento vegetativo

ala
Diploide

Crecimiento vegetativo
Bajo condiciones de inaniciéon:

MEIOSIS
ESPORULACION

\
®
®g®

Tétrada de
esporas

Figura 1.2. Ciclo de vida de Saccharomyces. (Feldmann y Branduardi, 2012).

Las especies dentro del filo Ascomycota varian en cuanto a la
preferencia a crecer por gemacion como haploides (haplonticas) o como
diploides (diplonticas) (Phaff et al., 1977). Mientras que los aislados naturales
de S. cerevisiae son principalmente diploides, muchas otras especies de
levadura son principalmente haploides, incluyendo K. lactis, S. pombe y las
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levaduras metilotréficas como Ogataea (Hansenula) polymorpha (Dujon, 2010).
De acuerdo con estas preferencias de ploidia, S. cerevisiae se aparea
espontaneamente (incluso en medios ricos) y utiliza una sefial ambiental solo

para la esporulacion.

El locus MAT controla los procesos que dictan la identidad del tipo
celular (Herskowitz, 1989; Johnson, 1995). Para las células haploides (tanto a
como a), los procesos especificos del tipo celular incluyen la induccién de la
competencia para aparearse y la represion de la esporulacion, mientras que las
células diploides requieren represion del apareamiento y la capacidad de iniciar

la meiosis y la esporulacion.

Las levaduras aisladas de ambientes naturales se pueden encontrar
como células haploides o células diploides, con preferencia parcial o total por
uno u otro estado, dependiendo de la especie. También se encuentran los
aneuploides y distintos aislados pueden exhibir un grado significativo de
polimorfismo en la longitud o el numero de cromosomas dentro de las especies.
Este polimorfismo refleja los mecanismos intrinsecos de la evolucién, la
dinamica del genoma y el modo preferido de reproduccidon de cada especie de
levadura. Generalmente, se prefiere el crecimiento clonal en condiciones
ambientales 6ptimas, asegurando la rapida expansion de las subpoblaciones,
teniendo una combinacion alélica dada para cada una, ya sea en el estado
haploide o diploide. En las especies sexuales de levadura, la limitacion de

nutrientes induce la meiosis y la esporulacion en clones diploides.

La levadura con ciclo sexual mejor caracterizada, ampliamente utilizada
como modelo para la elucidaciéon de los mecanismos moleculares implicados
en el ciclo celular y la reproduccion sexual, es nuevamente S. cerevisiae. Esta
levadura prefiere ser diploide en poblaciones naturales o domesticadas. Su
ciclo sexual requiere la accién de muchos genes implicados en la meiosis y la
esporulacion, cuya expresion es especifica de diploides, y muchos otros genes
implicados en el apareamiento y la formacion de cigotos, cuya expresiéon es

especificamente haploide. S. cerevisiae, al igual que otras especies de
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levadura con ciclos sexuales de la misma familia (Saccharomycetaceae), es
una especie iségama y heterotalica con un tipo de apareamiento bipolar (es
decir, solo existen dos tipos de apareamiento determinados por un solo locus
MAT con dos formas alélicas) (Knop, 2011). Existen situaciones mas complejas
en otras levaduras, con tipos de apareamiento tetrapolares o incluso
multipolares (Butler, 2010; Heitman et al., 2007). En S. cerevisiae, dos células
haploides de tipo de apareamiento opuesto se fusionan entre si, después de
una diferenciacion especifica, para formar un cigoto en el que la cariogamia se
produce sin demora (excepto en mutantes especificos) y que inicia un nuevo

clon diploide.

Sorprendentemente, S. cerevisiae tiende a limitar el grado de
intercambio genético cuando se somete a ciclos sexuales a pesar de su
sofisticada maquinaria molecular para la reproduccion sexual (Knop, 2006;
Zeyl, 2009). Varias causas contribuyen a esta limitacion. (i) Generalmente opta
por el acoplamiento intratetradas inmediatamente después de la meiosis (dos
ascosporas de tipo sexual opuesto surgidas de la misma, conjugan entre si
antes de haber experimentado su primera mitosis haploide). Por lo tanto, en
esta situacidn, la redistribucion alélica esta limitada al conjunto de alelos
presentes en la célula parental diploide unica. (ii) Si una ascospora germina,
produciendo el inicio de un clon haploide, el cambio de tipo de apareamiento
ocurrira tan pronto como una célula experimente su segunda mitosis (es decir,
cuando una célula madre produzca su segundo brote) y después en todas las

mitosis posteriores.

Las dos células surgidas a partir de estas mitosis (madre e hija)
expresan el tipo sexual opuesto a la célula antes de la mitosis. Como el cambio
no ocurre en la primera mitosis de un brote (Cosma, 2004) y las divisiones
celulares se vuelven asincrénicas rapidamente, el clon haploide completo
surgido de una sola ascospora contiene 50% de células de cada tipo de
apareamiento que pueden aparearse rapidamente con cada una, produciendo

diploides homocigotos que llevan la combinacién alélica de esa ascospora.
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En S. cerevisiae y especies de levadura relacionadas que portan en su
genoma dos copias silenciosas del locus MAT (designadas cassette HML y
HMR), el cambio de tipo sexual esta determinada por una endonucleasa
especifica codificada por el gen HO que reconoce y escinde dentro de una
secuencia especifica del locus MAT, lo que desencadena un proceso de
conversion de genes con uno de los dos casetes silenciosos que sirve como
donador de informacion para reparar la rotura de doble cadena. (Dujon, 2005;
Stoddard, 2006; Poulter etal., 2007). La razén de tal mecanismo no se
entiende del todo, pero el cambio de tipo de apareamiento se ha seleccionado
varias veces de forma independiente durante la evolucion de levaduras, lo que
sugiere un papel positivo. Si se juzga a partir de las filogenias de la especie
que lo tienen, el gen HO parece haber ingresado en el genoma de una levadura
ancestral de Saccharomycetaceae, posiblemente por transferencia horizontal,
introgresién o reclutamiento interno de una inteina, después de la triplicacion
de los cassettes de apareamiento (Butler et al., 2004; Fabre et al., 2005). En
resumen, una célula de S. cerevisiae haploide tiene una oportunidad de
aparearse con otra célula haploide de un linaje distinto solo si ha escapado del
apareamiento con sus hermanas de la misma tétrada meibtica y del
apareamiento con sus hermanas isogénicas surgidas desde la misma
ascospora. A partir del analisis comparativo de genomas de varias cepas de
S. cerevisiae, se ha estimado que esta levadura experimenta un cruce con una
frecuencia tan baja como 10-5 en relacion con el numero total de generaciones
(Ruderfer etal., 2006). Se obtuvo una cifra similar para S. paradoxus, la
especie silvestre mas cercanamente relacionada con S. cerevisiae (Tsai et al.,
2008).

3. Estructura celular

Las levaduras muestran gran diversidad con respecto al tamano, forma y
color de la célula. Incluso de forma individual, en las células de una cepa pura
se puede observar una morfologia heterogénea. Ademas, es posible inducir
grandes alteraciones en la morfologia celular individual al cambiar las

condiciones fisicas o quimicas durante el crecimiento. El tamafio de una célula
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de levadura varia ampliamente: algunas levaduras pueden tener solo de
2 a 3 ym de longitud, mientras que otras especies pueden alcanzar longitudes
de 20 a 50 ym. El ancho de la célula es menos variable, aproximadamente de
1 a 10 ym. Bajo el microscopio, las células de S. cerevisiae se observan como
estructuras ovoides o elipsoidales y se aprecia que se encuentran rodeadas por
una pared celular bastante gruesa (Figura |.3). Los valores medios para el
rango del didmetro grande son entre 5y 10 um, y para el diametro pequefio
son entre 1y 7 ym. El tamafo de las células en las cepas industriales es
generalmente mas grande que en cepas de laboratorio. El tamafo celular
promedio de S. cerevisiae también aumenta con la edad. Con respecto a la
forma de la célula, muchas especies de levadura son elipsoidales u ovoides.
Algunas, como Schizosaccharomyces, son cilindricas con extremos
semiesféricos. C. albicans 'y  Yarrowia lipolytica, por ejemplo, son
principalmente filamentosas (pseudohifas). También hay levaduras esféricas
(como especies de Debaryomyces) o con formas alargadas (como muchas

levaduras dependiendo de las condiciones de crecimiento).

Figura 1.3. Células de S. cerevisiae bajo el microscopio. Las flechas indican células en
gemacion (Feldmann y Branduardi, 2012).

En una célula de S. cerevisiae, excepto por una pared celular rigida,
encontraremos todas las estructuras organulares de organismos eucariotas

multicelulares (Figura 1.4). Gracias a este hecho, S. cerevisiae se convirtié en el
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sistema modelo preferido en muchas areas de investigacion basica de biologia

molecular.

ADN Granulo Ap(ajrato

Ribosomas mitocondrial  |inidi :
pidico ;
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Polimetafosfato Espacio
I
Reticulo periplasmico

endoplasmatico
rugoso

con ribosomas
fijados

s : Mitocondria
Plasmido Cromaesoma

2 micras

Figura 1.4. Esquema de una célula de levadura. Adaptado de (Ribéreau-Gayon et al., 2017).
3.1 Pared celular y membrana plasmatica

Tanto la pared celular como la membrana plasmatica son de gran interés
en la adaptacion de las levaduras industriales a los diferentes estreses, tales

como estrés por etanol o temperatura de fermentacion.

La pared celular es una estructura rigida de aproximadamente
100-200 nm de espesor y constituye alrededor del 25% de la masa seca total
de la célula. La pared celular (Figura 1.5) estd compuesta de cuatro clases de
macromoléculas: glicoproteinas altamente glicosiladas ("manoproteinas"),
B(1,6)-glucano, B(1,3)-glucano y quitina. Sin embargo, la composicién de la
pared celular esta sujeta a una considerable variacion segun la composicion del

medio y las condiciones ambientales (Ruiz-Herrera et al., 2006).
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Glucomanoproteinas
R-(1,6)-glucano
R-(1,3)-glucano

manoproteinas atrapadas
Quitina: R {1,4}-poli-N-
acetilglucosamina

Citosol

Tres sintetasas unidas a la membrana:

Csh1 Enzima de reparacién
Csh2 Implicada en la formacion del septo
Csh3 (Cds2) Maduracion de la pared celular y formacion del anillo en la gemacién

Figura 1.5. Representacion esquematica de la pared celular de una levadura (Feldmann y
Branduardi, 2012).

La pared celular protege contra dafos mecanicos y el ingreso de
material no deseado, por lo que es altamente importante para asegurar la
existencia de la célula. Por otro lado, la pared celular no es una jaula inflexible,
sino que debe adaptarse al cambio de forma de la célula durante el crecimiento
y la propagacién de manera controlada. En la Tabla .1 se muestran las
principales diferencias en la composicién de S. cerevisiae y C. albicans, que
como se menciono anteriormente, los valores pueden cambiar dependiendo de

la composicion del medio y las condiciones ambientales.

Por otra parte, el modelo representado en la Figura 1.5 no puede ser
aceptado o refutado directamente, ya que ningun otro hongo ha tenido tanta
profundidad en los analisis bioquimicos, genéticos y genémicos que han tenido

las paredes celulares de S. cerevisiae y C. albicans (Xie y Lipke, 2010).
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Tabla 1.1. Composicién de la pared celular de S. cerevisiae y C. albicans
creciendo en forma de levadura (Ruiz-Herrera et al., 2006).

Peso seco de la pared celular

(%)
Macromolécula S. cerevisiae C. albicans
Manoproteinas 50 35-40
B(1,6)-Glucano 5 20
B(1,3)-Glucano 40 40
Quitina 1-3 1-2

La membrana plasmatica se puede describir como una bicapa lipidica,
que posee muchas e importantes obligaciones estructurales y funcionales.
Alberga proteinas que sirven como anclaje al citoesqueleto, enzimas para la
sintesis de la pared celular, receptores para la comunicacién con el medio,
incluyendo el control osmético y los transportadores selectivos de compuestos
que entran o salen de la célula. La membrana plasmatica de S. cerevisiae tiene
un grosor de aproximadamente 7.5 nm, con invaginaciones ocasionales que
sobresalen en el citoplasma. Los componentes lipidicos comprenden
principalmente fosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y proporciones
menores de fosfatidilinositol, fosfatidilserina y fosfatidilglicerol) asi como
esteroles (principalmente ergosterol y zimosterol). Al igual que la pared celular,
la membrana plasmatica cambia tanto estructural como funcionalmente segun
las condiciones de crecimiento. Estos cambios en la composiciéon de la

membrana plasmatica pueden ocurrir como una respuesta de adaptacion a las
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condiciones del medio. (Novo etal.,, 2003) analizaron los cambios en el
contenido de acidos grasos en la membrana de S. cerevisiae y S. bayanus a
bajas temperaturas y observaron que la fluidez 6ptima de la membrana a bajas
temperaturas fue regulada por los cambios en el grado de insaturacion de la
membrana en S. cerevisiae, mientras que en S. bayanus no se observo ningun
cambio en el porcentaje de acidos grasos insaturados a distintas temperaturas
de crecimiento, pero se observé que la concentracion de acidos grasos de
cadena media fue superior a bajas temperaturas de fermentacion. Sin
embargo, en un estudio realizado por Tronchoni et al., (2012), tratando de
explicar la mejor adaptacion de S. kudriavzevii a crecer a bajas temperaturas,
analizaron la composicion de tres cepas de S. kudriavzevii a diferentes
temperaturas de crecimiento y las compararon con cepas comerciales de
S. cerevisiae y dos hibridos S. cerevisiae x S. kudriavzevii y observaron un
incremento general en los acidos grasos de cadena media, triacilglicéridos,
esteres, esterol y escualeno y una disminucion en la longitud de cadena de los
acidos grasos, acido fosfatidico y en la relacion
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina a bajas temperaturas. Por otra parte,
también se han descrito cambios en la composicion de la membrana
plasmatica relacionada con la tolerancia al etanol, asi existe una correlacion
entre la resistencia al etanol y el grado de insaturacién de acidos grasos (AG)
de membrana en S. cerevisiae (Thomas et al., 1978; Alexandre et al., 1994;
Ding etal., 2009) para atenuar el efecto de fluidificacion de membrana
(Alexandre et al., 1994; You et al., 2003). Arroyo-Lépez et al., (2010) analizaron
la composicion celular de acidos grasos (AG) y esterol de tres cepas
pertenecientes a diferentes especies de Saccharomyces y encontraron que la
diferencia mas importante fue la relacion de acidos grasos insaturados-acidos
grasos, siendo mayor para las cepas de la especie mas tolerante al etanol
como es S. cerevisiae, seguida de cepas de S. bayanus y S. kudriavzevii.
Ademas, Navarro-Tapia etal., (2018) confirmaron los cambios en la
composicién de la membrana plasmatica al estudiar la respuesta a proteinas

desplegadas (UPR) en levaduras sometidas a estrés por etanol.
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4. Caracteristicas metabédlicas: fermentacion alcohodlica

En los procesos de elaboracién de bebidas fermentadas tales como el
vino o la cerveza, la capacidad para degradar carbohidratos, generalmente
moléculas de seis carbonos (C6) como la glucosa a compuestos de dos
carbonos (C2) como el etanol, sin oxidarlos completamente a CO2 es la
caracteristica fisiolégica de mayor importancia en las levaduras utilizadas.
Incluso en presencia de oxigeno, tal conversion se realiza por medio de la

fermentacioén alcohdlica, cuya reaccion se simplifica:

CesH1206 2CH3CH20H + 2CO2

En la fermentacién alcohdlica, entre el 90-95 % de los azucares se
convierte en etanol y diéxido de carbono y tan solo un 1-2 % en material celular
y un 4-9 % en metabolitos secundarios como glicerol, acido acético, alcoholes

superiores y ésteres (Boulton et al., 1996).

Los azucares pueden ser degradados por las levaduras utilizando dos
rutas metabdlicas: fermentativa y oxidativa. En la glicolisis, comun en ambos
procesos, los azucares se metabolizan a piruvato. En la ruta fermentativa, el
piruvato se descarboxila a acetaldehido y este es reducido a etanol, pero no en
la ruta respiratoria, en la cual el piruvato sufre una descarboxilacién oxidativa
en presencia de la coenzima A dentro de la mitocondria. La respiracién puede
realizarse en bajas concentraciones de azucar y en presencia de oxigeno. Sin
embargo, incluso en presencia de oxigeno y para grandes concentraciones de
azucar, las levaduras metabolizan los azucares por la ruta fermentativa. Este
fendmeno se conoce como efecto Crabtree (Ribéreau-Gayon,1975). Las
levaduras denominadas Crabtree-positivas son capaces de acumular etanol
incluso en presencia de oxigeno, como S. cerevisiae y S. pombe, mientras que
las denominadas Crabtree-negativas degradan azucares a CO2, como K. lactis
y C. albicans (Pronk et al., 1996). Mientras se lleva a cabo la produccién de

etanol, la energia necesaria para el crecimiento se consigue de la glicolisis y
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las rutas fermentativas, mas que por respiracién oxidativa (Figura 1.6). Cuando
la glucosa se agota y se acumula el etanol, cambia el metabolismo de las
levaduras Crabtree-positivas y el etanol se convierte en sustrato, el cual se

degrada en presencia de oxigeno.

Gracias a la accion de la enzima alcohol deshidrogenasa (Adh), la
levadura es capaz de reciclar en NADH en la conversién de acetaldehido a
etanol durante la fermentacion (aerdbica o anaerdbica), y puede hacerlo en
ambas direcciones (acetaldehido a etanol y etanol a acetaldehido), aunque con
distintas eficiencias cataliticas. En S. cerevisiae, la actividad Adh esta
codificada por dos genes que surgieron por un evento de duplicacién génica,
ADH1 se expresa constitutivamente, mientras que ADHZ2 se expresa solamente
cuando la concentracion de azucar es muy baja. Esta capacidad de
S. cerevisiae y de sus parientes mas cercanos para fermentar la glucosa y
acumular etanol incluso en presencia de oxigeno forjaron las bases de la
estrategia de produccion de etanol “producir-acumular-consumir”, que
proporcioné al antepasado de la levadura Saccharomyces, la superioridad
sobre sus competidores, ya que el etanol es téxico para la mayoria de los
microorganismos. Saccharomyces podra imponerse a sus competidores al
matarlos por medio de la produccion de etanol, y posteriormente, podra
consumir ese etanol cuando las exigencias nutricionales lo requieran (Piskur
et al., 2006).
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Figura 1.6. Esquema de las rutas principales del metabolismo del carbono. Rutas
envueltas en la asimilacion de glucosa y etanol bajo condiciones aerdbicas resaltando las
diferencias entre una levadura Crabtree-positiva, Saccharomyces cerevisiae (flechas rojas), la
cual acumula etanol, y una levadura Crabtree-negativa, Kluyveromyces lactis (flechas verdes),
la cual degrada hexosas directamente hasta CO2. La conversion entre acetaldehido y etanol,
catalizada por un enzima alcohol deshidrogenasa, Adh, esta marcada en gris. Abreviaturas:
ciclo ATC, ciclo de los acidos tricarboxilicos. Adaptado de Piskur et al., 2006.

5. Caracteristicas de las levaduras industriales
5.1 Condiciones de crecimiento

Las cepas industriales de levadura comparten la capacidad general de
crecer en diferentes estreses, como un pH bajo, poca disponibilidad de
nutrientes, altas concentraciones de etanol y fluctuaciones en la temperatura.
En comparacion, los aislados no industriales, como las cepas de laboratorio, se

han seleccionado para un crecimiento rapido y constante en medios de
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laboratorio ricos en nutrientes, lo que produce resultados fenotipicos
marcadamente diferentes en comparacion con sus parientes industriales
(Weisman et al., 1987). Como ejemplo, la cepa de laboratorio de S. cerevisiae
S288, no puede crecer a pH bajo y alta osmolaridad vy, por lo tanto, no puede
utilizarse para hacer vino. Esta es una clara diferencia entre las cepas
industriales y no industriales de S. cerevisiae, sin embargo, existen numerosas
diferencias sutiles no solo entre las cepas industriales, sino también entre las
cepas utilizadas en la misma industria (Lambrechts y Pretorius, 2000),

destacando la diversidad genética general encontrada en esta especie.
6. Diversidad genética en Saccharomyces cerevisiae

El alcance de la biodiversidad genética en las cepas de S. cerevisiae ha
sido objeto de estudio en los ultimos anos. Las cepas de S. cerevisiae aisladas
de fuentes ecoldgicas y geograficamente diversas, generalmente demuestran
divergencia genética asociada con el tipo de habitat, mas que con el origen
geografico (Fay y Benavides, 2005; Legras et al., 2007; Liti et al., 2009; Novo
et al., 2009; Schacherer et al., 2009). Las cepas de S. cerevisiae asociadas a
los vifiedos y la produccién de vino denominadas cepas "vinicas", a menudo
forman un grupo genéticamente diferenciado separado de las cepas "silvestres"
aisladas de habitats de suelo y roble y las cepas de otras fermentaciones,
como la del vino de palma y el sake (Fay y Benavides, 2005; Legras et al.,
2007; Liti etal., 2009; Peter etal., 2018; Schacherer etal.,, 2009). La
divergencia genética entre las cepas no-vinicas y vinicas, estas ultimas forman
un grupo muy homogéneo teniendo en cuenta la variabilidad genética y se ha
sugerido que las cepas vinicas tienen como origen cepas de S. cerevisiae
silvestre (Fay y Benavides, 2005) y mas concretamente de cepas silvestres de

bosques del mediterraneo(Almeida et al., 2015).

Legras et al., (2007) analizaron la diversidad genética de 651 cepas de
56 origenes geograficos diferentes distribuidos por todo el mundo. Los datos
agruparon las levaduras segun su fuente de origen observando grupos claros

que incluian las levaduras aisladas de pan, cerveza, vino y sake. Casi el 95%
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de las cepas de levaduras vinicas se encontraban en un subgrupo que incluia
cepas de sidra.

Estos resultados sugieren que existe una asociacion entre el hombre y la
levadura vinica a través de los siglos y que la levadura siguio las migraciones
del hombre y de la vid como un miembro comun de la flora de la vid. En otro
gran estudio, (Liti et al., 2009), secuenciaron el genoma de mas 70 aislados de
S. cerevisiae y su especie mas cercana, S. paradoxus. Las cepas aisladas de
S. cerevisiae mostraron menos diferencias y fueron comparables a una sola
poblacién de S. paradoxus. En este estudio también se demostré que la
estructura poblacional de S. cerevisiae consiste de unos pocos linajes bien
definidos y geograficamente aislados, y muchos mosaicos diferentes de estos

linajes (Figura 1.7), siendo el linaje mas claro el formado por los aislados
vinicos.
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Figura I.7. Cepas de S. cerevisiae. Cepas de S. cerevisiae con linajes limpios sombreados en

color gris, con color que indica la fuente (nombre) y el origen geogréfico (puntos) (Liti et al.,
2009).
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Schacherer et al., (2009) reportaron un estudio de una coleccion diversa
de 63 cepas de S. cerevisiae obtenidas de diferentes nichos ecoldgicos
(cerveza, pan, viAedos, individuos inmunocomprometidos, diversas
fermentaciones y aislados ambientales). Los analisis mostraron al menos tres
subgrupos distintos basados en la fuente de la cual se aislaron las cepas
(Figura 1.8). Una vez mas, en este trabajo, la mayoria de las cepas vinicas
aparecieron como miembros de una unica subpoblacion bien definida. Las
cepas vinicas mostraron el nivel mas bajo de polimorfismo entre los grupos. En
esta subpoblacion también se agruparon cepas de destileria, ambientes

naturales (suelo, granos de cacao, etc.), asi como aislados clinicos.
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Figura 1.8. Arbol Neighbor-Joining de 63 cepas S. cerevisiae. El color de la fuente del nombre
de la cepa indica el origen geografico y el color del circulo indica el nicho ecoldgico tal como se
indica en la figura (Schacherer et al., 2009).

En otro estudio, donde se incluian aislados de Asia, se ha observado
que la mitad de las cepas de S. cerevisiae secuenciadas se ubican en varios
linajes distintos (Wang et al., 2012). Aunque aun no se encuentra disponible la
informacion completa del genoma para los aislamientos chinos de

S. cerevisiae, parecen exhibir una estructura de poblacién fuerte, con una
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cantidad combinada de la variacion genética doblemente identificada en los

aislados de S. cerevisiae obtenidos del resto del mundo (Wang et al., 2012).

Recientemente, Peter etal., 2018 realizaron la secuenciacion del
genoma completo de 1.011 aislados de S. cerevisiae lo que ha permitido tener

una vision mas global de la estructura poblacional de esta especie (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Arbol filogenético Neighbor-Joining de 1011 cepas de S. cerevisiae. Este
analisis, junto a un analisis poblacional, permitié a Peter et al. (2018) definir 26 linajes puros y 3
grupos mosaico. Los graficos circulares representan el origen ecoldgico de las cepas de cada

linaje.
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7. Mecanismos de duplicacion de genes y sus consecuencias evolutivas

Tal y como hemos comentado anteriormente, S. cerevisiae es la
principal especie encontrada entre las levaduras fermentativas. Sin embargo, el
hecho de que otras especies del género Saccharomyces, como S. bayanus,
S. uvarum o S. paradoxus también hayan sido aisladas de fermentaciones hace
pensar que el proceso de “domesticacion” o adaptacion a las condiciones
encontradas en los procesos fermentativos, ocurri6 varias veces
(Fay y Benavides, 2005; Legras etal., 2007). Diferentes mecanismos
moleculares se han descrito relacionados con la domesticacion de las
levaduras industriales (Querol et al., 2003a, 2003b; Barrio et al., 2006). En los

siguientes apartados se analizan los mas relevantes.
7.1 Renovacién genémica

En 1994, Robert Mortimer propuso la "Hipotesis de Renovacion del
Genoma" para explicar los patrones de variacion genética observados en

Saccharomyces cerevisiae (Mortimer, 2000; Mortimer et al., 1994).

Mortimer y sus colaboradores observaron que la mayoria de las cepas
de levadura aisladas de vifiedos eran diploides y heterocigotas en uno o mas
loci. La gran mayoria también fueron homotdlicas, lo que significa que las
células haploides producidas a partir de estas cepas eran capaces de
someterse a un cambio de tipo sexual seguido de un apareamiento entre
madre e hija. Este proceso, conocido como autodiploidizacion, produce células
diploides que son homocigadticas, excepto en el locus del tipo de apareamiento.
También propusieron una correlacion negativa entre el numero de
heterocigosidades detectables en levaduras aisladas de vifiedos y el porcentaje
de esporas viables producidas; los aislados de levaduras homocigotas tenian
casi un 100% de viabilidad de esporas, mientras que los aislados heterocigotos
mostraban una clara evidencia de alelos perjudiciales o a veces letales.
Finalmente, se dedujo que los aislados que eran homocigotos derivaban de
ancestros heterocigotos a través de una autodiploidizacion.
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Dichos autores propusieron que estas observaciones podrian explicarse
por un escenario evolutivo que implica largos periodos de reproduccion por
clonacion en el que las cepas diploides acumulan alelos recesivos,
principalmente perjudiciales en un estado heterocigético. Postularon que los
ciclos sexuales raros que involucran la meiosis seguidos por el cambio de tipo
de apareamiento y la autodiploidizacion facilitan la pérdida de alelos
perjudiciales y fijarian los beneficiosos, produciendo con ello la "Renovacion del

Genoma".

La hipétesis de la “Renovacion del Genoma” se basa en la suposicion de
que el ‘estado fundamental’ es la homocigosidad gendmica y, por lo tanto, el
numero de loci heterocigotos que se acumulan entre los periodos de
autopolinizacién deberia ser bajo. Sin embargo, con los datos recientes
obtenidos con las secuencias de genomas completos de un gran numero de
cepas de ambientes diferentes, incluyendo el vinico (ver apartado “Diversidad

genética en Saccharomyces cerevisiae”), este concepto no queda tan claro.
7.2 Duplicaciones

La duplicacién de genes es la fuente mas importante de nuevos genes
en eucariotas. Las duplicaciones génicas pueden ser producidas por diferentes
mecanismos que puede suponer la duplicacion de un solo gen o grupo de
genes adyacentes (Koszul etal.,, 2006), la duplicacion de cromosomas
(aneuploidias) (Hughes et al., 2000), o la duplicacion de todo el genoma,
llamado poliploidia (Wolfe y Shields, 1997).

7.2.1 Duplicaciones de un gen o de segmentos génicos

La duplicacion génica se puede dar en un gen, 0 en un grupo de genes
adyacentes, lo que se llama una duplicacién segmental. En el genoma de
S. cerevisiae se han identificado 265 familias multigénicas o grupos de genes
idénticos o semejantes. Incluso se ha detectado una familia con 108 miembros
(Llorente etal., 2000), lo que indica que se han producido una serie de

duplicaciones génicas sucesivas.
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La redundancia de genes se mantiene si proporciona una ventaja
evolutiva, tal como un incremento en la dosis génica, o si uno de los genes
duplicados mantiene su funcidén y el otro adquiere mutaciones que generan una
funcién ventajosa (neo-funcionalizacion) (Force etal., 1999; Lynch y Force,
2000). Sin embargo, esto es muy poco probable (Wagner, 1998), pues al
acumular mutaciones, lo mas probable es que se dé una pérdida de funcion,

convirtiéendose en un pseudogen (pseudogenizacion o no-funcionalizacion).

Para que los dos miembros de un par complementario de genes se
mantengan, se propuso un proceso alternativo, la subfuncionalizacion (Force
et al.,, 1999). Este proceso implica que los dos miembros de cada uno de los
duplicados adquieran mutaciones degenerativas, de pérdida de funcion, que
sean complementarias. Asi, los dos duplicados se deben mantener para

realizar la funcidon que presentaba un solo gen ancestral.

La mayoria de las duplicaciones de un gen y las familias multigénicas
corresponden a duplicaciones de repeticiones directas en tandem; en general,
las familias multigénicas estan localizadas en regiones subteloméricas, pero
hay algunas dispersas en el genoma. Como ejemplo de este tipo de familias
multigénicas son los genes involucrados en la asimilacion y utilizacion de
azucares: MEL, SUC, MGL y MAL.

La mayoria de las familias multigénicas estan involucradas en el
metabolismo secundario, por lo que los genes no son esenciales pero tienen un

papel importante en la adaptacion a nuevos ambientes (Llorente et al., 2000)
7.2.2 Duplicaciones cromosomicas: aneuploidias.

Otro mecanismo que puede generar nuevos genes es la duplicacion
cromosomica, que da lugar a aneuploidias. Este mecanismo proporciona una
fuente potencial de nuevos genes, pero su consecuencia mas importante e
inmediata es el aumento de la dosis génica. Si bien la mayoria de las células
eucariotas son diploides, es decir, todos sus cromosomas tienen el mismo

numero de copias, las aneuploidias se encuentran en la naturaleza, asi como
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en condiciones creadas por el hombre. En células aneuploides, el numero de
copias de uno o mas cromosomas difiere del resto del genoma. La existencia
de células de aneuploides estables implica que la variaciéon del numero de
copias del cromosoma contribuye a la diversidad genética y fisiolégica dentro

de especies eucariotas y dentro de organismos en eucariotas multicelulares.

Las aneuploidias se producen por una segregacion cromosomica
erronea durante la meiosis o la mitosis y generan un incremento en el numero
de genes. Se ha postulado que las aneuploidias podrian conferir ventajas en la
adaptacion a ambientes externos variables, debido a un aumento de copias de
genes beneficiosos o0 a la accion protectora de ese “exceso” de copias frente a
mutaciones deletéreas (Bakalinsky y Snow, 1990; Guijo et al., 1997; Salmon,
1997). En general las cepas vinicas de S. cerevisiae son aneuploides, con dos,
tres y en menor frecuencia cuatro copias de cromosomas (disomias, trisomias

y tetrasomias) (Bakalinsky y Snow, 1990).

La variacion del numero de copias del cromosoma también es un
fendbmeno importante en cepas industriales de cepas de levaduras
Saccharomyces y cuya historia a menudo implica la domesticacion prolongada

y/o el mejoramiento industrial de las cepas.

Se ha postulado que las aneuploidias podrian conferir ventajas en la
adaptacion a ambientes externos variables, debido a un aumento de copias de
genes beneficiosos 0 a la accion protectora de ese “exceso” de copias frente a
mutaciones deletéreas (Bakalinsky y Snow, 1990; Guijo et al., 1997; Salmon,
1997). En general las cepas vinicas de S. cerevisiae son aneuploides, con dos,
tres y en menor frecuencia cuatro copias de cromosomas (disomias, trisomias

y tetrasomias) (Bakalinsky y Snow, 1990).
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7.2.3 Poliploidia o duplicacion del genoma completo

El suceso mas importante en la evolucion del linaje de Saccharomyces
fue la duplicacion gendmica que acontecié en uno de sus ancestros (Wolfe y
Shields, 1997). La duplicacion gendmica generé un incremento del flujo
glicolitico, causante del efecto Crabtree, debido en general a la duplicaciéon de
los genes de las enzimas de la glicdlisis, y particularmente los de los
transportadores de hexosas cuyo efecto es el mas importante (Conant y Wolfe,
2007). La mayor capacidad de consumo de hexosas y produccion en
condiciones aerodbicas de etanol, téxico para muchos microorganismos, debid
suponer una gran ventaja competitiva para el ancestro de Saccharomyces,

como lo sigue siendo en la actualidad.

Esta hipotesis permite explicar la ventaja inicial que pudo suponer la
repentina duplicaciéon del genoma en el ancestro de Saccharomyces que
posibilitd un subsiguiente reajuste de los niveles de expresion y la consecuente
aparicion de sistemas mas eficientes de respuesta y regulacion del

metabolismo respiro-fermentativo (Wolfe, 2004).

En el genoma de S. cerevisiae se ha observado la presencia de 376
pares de genes distribuidos en 55 regiones duplicadas, por lo que se ha
sugerido que un suceso de duplicacion gendmica o poliploidizacion tuvo lugar
en un ancestro de S. cerevisiae (Wolfe y Shields, 1997). Esta duplicacion del
genoma ocasiono la adquisicion rapida de una copia extra de cada gen, pero el
88% de los genes adquiridos se perdieron por el proceso de pseudogenizacion.
Cerca de 460 pares de genes se mantienen en el genoma de S. cerevisiae,
pero, aproximadamente 60 pares de genes presentan signos de conversion
génica, poco mas de 100 pares de genes muestran neo-funcionalizacién, y el
resto, probablemente, se mantuvieron por subfuncionalizacion (Kellis et al.,
2004).

La poliploidizacion proporciond las bases evolutivas para que las
levaduras obtuvieran genes con nuevas funciones al competir por colonizar los

substratos ricos en azucares proporcionados por las plantas que producen
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frutos. Un metabolismo fermentativo incluso en presencia de oxigeno (efecto
“Crabtree”), con un crecimiento rapido y la produccién de un compuesto toxico,
el etanol, dio ventajas competitivas al ancestro de S. cerevisiae (Conant y
Wolfe, 2007).

7.3 Reordenamientos cromosomicos

Se producen debido a la recombinacion entre pequefias secuencias
(regiones de microhomologia) que se encuentran presentes en genes no
homodlogos. Este proceso puede generar nuevos genes quimeéricos con una
funcién diferente o puede cambiar el patrén de expresion de estos genes. Las
reordenaciones cromosémicas pueden estar implicadas en los mecanismos de
adaptacion de las levaduras a condiciones industriales, sobre todo, en el caso
de que genes importantes para el proceso industrial que la levadura lleve a
cabo se “situen”, tras la reordenacion cromosomica, bajo el efecto de

promotores mas fuertes que el que tenian.

Uno de los primeros ejemplos del papel de las reordenaciones en la
adaptacién a la fermentacion vinica fue descrito por Pérez-Ortin et al., (2002).
En las cepas vinicas, existe un aumento de la expresion del gen SSUT,
transportador del anhidrido sulfuroso (antiséptico ampliamente utilizado en
enologia desde tiempo inmemorial) del interior celular al exterior. Este
fendmeno se debe a una translocacién entre los cromosomas VIl y XVI que ha
situado la regién codificante de SSUT bajo el control del promotor fuerte del
gen ECM34, lo que lleva a un incremento de su expresion y, por tanto, confiere
una mayor resistencia al anhidrido sulfuroso a las levaduras portadoras de esa
translocacion (Pérez-Ortin et al., 2002). Esta translocacion es muy frecuente,
tanto en homocigosis como en heterocigosis entre las levaduras vinicas, pero
esta ausente en otros tipos de levaduras, tanto panaderas, como cerveceras o
de laboratorio, debido a que la utilizacion de anhidrido sulfuroso como
antiséptico solo se da en la produccion de vinos. La importancia de este

mecanismo queda demostrada posteriormente por (Zimmer etal., 2014),
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quienes observaron otra reordenacion entre el cromosoma XV y XVI que

también se relaciona con una mayor tolerancia al sulfito.
7.4 Formacion de hibridos

Varios estudios han demostrado que las especies del género
Saccharomyces son propensas a la hibridacion interespecifica, fenbmeno
descrito en levaduras responsables de la fermentacion, tanto de cervezas como
de vinos (Gonzalez et al., 2008, 2006; Arroyo-Lopez et al., 2009; Belloch et al.,
2009, 2008,; Lopes et al., 2010; Peris et al., 2012a, 2012b). Sin embargo, la
presencia de hibridos interespecificos de Saccharomyces no es exclusiva de
ambientes de fermentacion alcohdlica. Peris et al., (2012a) describieron dos
hibridos S. cerevisiae x S. kudriavzevii aislados de un ambiente hospitalario y

de un suplemento dietético.

El aislamiento e identificacion de dobles y triples hibridos entre especies
del género Saccharomyces, tales como S. cerevisiae, S. eubayanus,
S. kudriavzevii 'y S. uvarum en bebidas alcohdlicas, principalmente vino,
cerveza y sidra ha dado lugar a diversos estudios sobre las condiciones
ambientales y los mecanismos que permiten a estas especies la posibilidad de
formar hibridos (Masneuf et al., 1998; Groth et al., 1999; Naumova et al., 2005;
Gonzalez et al., 2006; Lopandic et al., 2007; Dunn y Sherlock, 2008; Peris et
al., 2012). De hecho, los hibridos interespecificos de Saccharomyces se
consideran un modelo ideal para el estudio de los mecanismos evolutivos y la
adaptacién del genoma de la levadura a condiciones de estrés (Antunovics
et al., 2005; Belloch et al., 2008; Dunn y Sherlock, 2008; Peris et al., 2012).

Un interesante trabajo mostré una alta incidencia de hibridos en los
viiledos junto a sus especies parentales (Le Jeune et al., 2007). Estos eventos
de hibridacién son recientes ya que estos hibridos aun no producen esporas
viables, son asexuales y sin embargo, prevalecen por divisiones mitéticas (Le
Jeune et al., 2007). Otros reportes enfatizan la gran capacidad fermentativa de
hibridos naturales entre S. cerevisiae y S. kudriavzevii (Gonzalez et al., 2006;

Gangl et al., 2009). Gonzalez et al., (2006) caracterizaron enolégicamente los
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hibridos aislados en Suiza y encontraron un excelente comportamiento a bajas
y medianas temperaturas. Ademas, encontraron mayor produccién de glicerol y
menor produccidon de acido acético en comparacion con las especies
parentales. Asi mismo, reportaron que estos hibridos habian producido mayor
cantidad de alcoholes superiores y mayores concentraciones de componentes

aromaticos.

Se ha descrito que los hibridos comparten propiedades fisioldgicas de
las especies parentales, que los ayudan a sobrevivir y a desarrollarse
adecuadamente bajo diferentes condiciones de estrés (Belloch et al., 2008).
Tales caracteristicas pueden aprovecharse en la obtencién de cepas hibridas
mejor adaptadas a diferentes procesos industriales o con nuevas propiedades
de interés para la industria (para una revision ver Pérez-Torrado et al., 2017,
2015).

Pérez-Través etal.,, (2012) han evaluado distintos procedimientos
genéticos para la generacion de hibridos artificiales dentro del género
Saccharomyces para utilizarlos en procesos de fabricacion de vinos, generando
cepas hibridas entre especies del género Saccharomyces. Aunque la
frecuencia en el cambio de tipo sexual y subsecuentes cruces es generalmente
muy baja (Gunge y Nakatomi, 1972; Hammond, 2003), la técnica conocida
como “rare-mating” ha sido la técnica propuesta por Pérez-Través et al., (2012)
y ha sido utilizada para generar hibridos de interés industrial que se describiran

en el apartado 10.2.2.
8. Produccion de bebidas alcohodlicas

Las bebidas alcohdlicas son producidas por fermentacion alcohdlica de
los azucares contenidos en jugos de fruta o maltas. Los azucares fermentables
por las levaduras estan presentes o se generan por la hidrélisis de almidones y
dextrinas produciendo azucares simples. Las bebidas fermentadas de mayor
importancia son el vino y la cerveza. Sin embargo, existen muchas bebidas
alcohdlicas alrededor del mundo. En los proximos apartados nos centraremos

en el proceso de elaboracion del vino, ya que el objetivo global de este trabajo
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es la caracterizacion de hibridos naturales y la generacidon de hibridos

artificiales de interés en enologia.
8.1 Vino

El vino es el producto de la fermentacion alcohdlica del mosto de uva por
medio de las levaduras. Aunque algunas veces los jugos fermentados de
muchas otras frutas son llamados vinos, no tienen la misma popularidad o

prestigio que tienen los vinos de uva.

La fermentacién completa de un mosto por S. cerevisiae conduce a la
produccion de 8 a 15% (v/v) de etanol, y otros co-productos fermentativos tales
como el glicerol (6-8 g L), acidos organicos como el acetato, el succinato y el
piruvato en cantidades menores, y alcoholes superiores y ésteres (Barre et al.,
1998).

8.1.1 Composiciéon del mosto de uva

El mosto de uva es un medio en el cual todos los nutrientes se
encuentran presentes desde un principio, y su concentracion disminuye
conforme son consumidos por la levadura, lo que puede provocar que el
crecimiento pueda estar condicionado por la concentracion de uno o varios
nutrientes. Ademas de esto, la composicion de los mostos, ademas de ser
crucial para las caracteristicas del producto final, condiciona la evolucion del

crecimiento de las levaduras.

En la Tabla 1.2 se muestran las concentraciones promedio de los
principales componentes del mosto de uva, en el que podemos encontrar las
siguientes sustancias o grupos de sustancias en orden de mayor a menor
abundancia: agua, azucares, acidos organicos, compuestos nitrogenados,

minerales, polifenoles, vitaminas y compuestos aromaticos.
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Carbohidratos

El mosto de uva contiene cantidades equimolares de glucosa y fructosa
(Ough, 1991) y su concentracion total generalmente es de entre 170 y 220 g L
(Ribéreau-Gayon, 2006). Esta concentracién es suficiente para que se lleve a
cabo una fermentacion normal. Sin embargo, en mostos con mas de 200 g L™’
se observa una ralentizacion y por encima de los 250 g L' se puede inhibir el

crecimiento (Nishino et al., 1985).
Acidos organicos

Es el segundo grupo de compuestos en abundancia tras los azucares,
estando su concentracion comprendida entre los 9 y los 27 g L' (Ough, 1991).
Los acidos L-tartarico y L-malico son los principales acidos en el mosto,
suponiendo el 90% de la acidez fija, mientras que el citrico y el ascérbico se

encuentran en menor cantidad.
Compuestos nitrogenados

El mosto de uva contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento
de la levadura durante la fermentacion del vino. La principal fuente de carbono,
y la energia para el crecimiento, es proporcionada por los azucares de la uva,
generalmente presentes en gran exceso (a menudo superior al 20% p/v)

respecto a la necesaria para un maximo crecimiento.

Por el contrario, el contenido total de nitrégeno (N) del jugo de uva varia
40 veces, de 60 a 2400 mg L' (Ough y Amerine, 1988) y por lo tanto, puede
haber crecimiento limitado. Ademas, el nitrégeno esta presente como una
gama compleja de compuestos. Cantidades de compuestos de nitrégeno como
vitaminas, nucledtidos (Amerine et al., 1980) y nitratos (Ough y Crowell, 1980)
estan presentes. Varias aminas también pueden estar presentes, algunas como
resultado de la actividad microbiana (Daudt y Ough, 1980). Aminoacidos,
amonio, péptidos y proteinas son los compuestos de nitrogeno mas

importantes cuantitativamente.
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Compuestos aromaticos

Dos tipos de compuestos aromaticos confieren aroma al mosto donde
las levaduras pueden tener un papel: compuestos derivados de la uva
(terpenos, carotenoides y pirazinas) y compuestos que surgen durante la
extraccion de sabor y pretratamientos fermentativos (alcoholes y ésteres

principalmente).

Tabla I.2. Composicion cuantitativa promedio del mosto mostrada por grupos

de compuestos (Moreno and Peinado 2012).

Constituyente gL
Agua 780 - 850
Azucares 150 — 250
Acidos organicos 14 - 17

Compuestos nitrogenados 4 -7

Polisacaridos 3-5
Minerales 0.8-2.8
Polifenoles 0.5
Vitaminas 0.25-0.8
Compuestos aromaticos <0.5

8.1.2 Demandas en el sector enolégico

Toda levadura comercial debe poseer una buena capacidad fermentativa
y producir vinos con cierta calidad organoléptica. En la industria, cada vez mas,
se buscan aquellas levaduras que posean, ademas de estas, nuevas

caracteristicas de interés para el sector, que mejoren u otorguen caracteristicas
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diferenciales al producto, o que resuelvan algunos de los problemas

tecnologicos que tiene el sector.

Una de las principales demandas del sector vitivinicola esta asociada a
resolver los problemas planteados con el cambio climatico, que tiene como
consecuencia la obtencion de vinos con mayor contenido alcohdlico. Por otro
lado, en los ultimos afios hay una tendencia a fermentar a bajas temperaturas,

cuya finalidad es producir vinos altamente aromaticos.

Reduccién del grado alcohdlico e incremento de la concentracion

de glicerol.

El alcohol mas abundante en el vino es el etanol, este juega un papel
importante en la estabilidad y envejecimiento del vino, asi como en formar parte
de las caracteristicas sensoriales del mismo. El etanol actua como disolvente
de taninos y pigmentos, y puede influir en la concentracién de ciertos
antioxidantes (flavonoides) extraidos durante el proceso de vinificacion (Soleas
et al., 1997). Pese a este papel beneficioso, las altas concentraciones de etanol
pueden afectar negativamente a las propiedades sensoriales del vino (Pretorius
y Hgj, 2005).

En los ultimos 15 afos, el contenido en etanol de los vinos espafoles,
franceses e italianos ha aumentado cerca del 3% (del 11-12% v/v al 13-14% de
etanol); este aumento se debe, principalmente, al calentamiento global, al
cultivo de variedades de uva mas dulces y a la recogida tardia de las uvas. De
forma opuesta, los consumidores demandan, cada vez mas, vinos con un

menor contenido en etanol.

Aunque la recogida temprana de la uva o el cultivo en regiones de clima
frio pueden limitar el contenido en etanol del vino se han desarrollado varias
técnicas para disminuir el contenido de este (Michnick et al., 1997; Pickering,
2000; de Barros Lopes et al., 2002; Malherbe et al., 2003), adaptando el vino a
las exigencias del mercado. Estas se pueden dividir en tres tendencias:
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reduccion del etanol, reduccion de los azucares fermentables y utilizacién de

cepas con un menor rendimiento en etanol.

La reduccion del contenido en etanol de los vinos se ha abordado con
diferentes técnicas, como son la destilacion, la evaporacion, los procesos a
través de membrana (dialisis, 6smosis reversa y contactores de membrana)
(Bui etal., 1986; Plaza et al., 1999; Takacs et al., 2007; Massot et al., 2008;
Gomez- Labanda et al., 2009; Varavuth et al., 2009; Catarino y Mendes, 2011;
Diban etal., 2013, 2008), la adsorcion en resinas o geles y la extraccion
mediante solventes organicos o didéxido de carbono supercritico (Pickering,
2000; Ruiz-Rodriguez et al., 2010). De todas estas técnicas, la 6smosis inversa
(Bui et al., 1986; Massot et al., 2008; Varavuth et al., 2009) y la destilacion en
vacio mediante columna de cono giratorio (destilacion SCC) (Diban et al.,
2008), son las mas utilizadas. Pese a su utilizacion, son técnicas dificiles de
llevar a cabo, son econdmicamente costosas, ademas desde un punto de vista

aromatico son muy pobres, y no gusta a los consumidores.

La segunda de las alternativas trata de eliminar parte de los azucares
fermentables presentes en el mosto utilizando enzimas exégenos como la
glucosa oxidasa (GOX). El uso de esta enzima fue introducido por Heresztyn,
1987 y Villettaz, 1987, 1986). Esta enzima metaboliza la glucosa en acido
gluconico (Pickering, 2000), liberando perdxido de hidrogeno, el cual tiene un
efecto antimicrobiano (Malherbe et al., 2003), confiriendo mayores beneficios al
uso de esta enzima. El uso de GOX ha sido ampliamente estudiado (Malherbe
et al.,, 2003) y actualmente se presentan dos alternativas a su utilizacién, la
adicion del enzima a los mostos 0 su expresion, mediante ingenieria genética,
en levaduras vinicas. También se pueden eliminar parte de los azucares
fermentables mediante la nanofiltracion de los vinos (Garcia-Martin et al.,
2010). A pesar de todo, tiene problemas su uso, ya que, por una parte se libera
H202, se requiere aireacion, lo que tiene un impacto en la oxidacién de los
vinos, en el crecimiento de algunos microorganismos, afectando mas
claramente a la bacteria responsable de la fermentacidn malolactica

(Oenococcus oenii) y a los aromas del vino (Rdcker et al., 2016).
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Por ultimo, la otra tendencia existente para reducir el contenido en etanol
de los vinos se basa en la utilizacién de cepas de levaduras con un menor
rendimiento en etanol. Estas cepas pueden ser tanto cepas naturales que
producen, por si mismas, poca cantidad de etanol, como modificadas con
técnicas de ingenieria genética para tal fin (Pickering, 2000). La modificacion
genética de estas cepas ha llevado dos vias, desviar la sintesis de etanol hacia
la produccién de glicerol sobreexpresando genes como GPD1 (Michnick et al.,
1997; Nevoigt y Stahl, 1997; Remize et al., 1999; Nevoigt, 2008), o convertir el
piruvato en etanol y lactato, simultaneamente, al expresar el gen de la lactato
deshidrogenasa en estas levaduras (Dequin y Barre, 1994; Remize et al.,
1999).

Las cepas naturales que producen menor rendimiento en etanol suelen
producir mayor cantidad de glicerol, y son seleccionadas atendiendo a ambas
propiedades. En alguno de los casos, este bajo rendimiento en la produccion
de etanol puede deberse a que se trate de levaduras glicoliticamente
deficientes (Loira et al., 2012). Recientemente, y siguiendo esta linea, se ha
propuesto la utilizacién de levaduras no-Saccharomyces que reducirian los
niveles de este alcohol mediante su respiracion (Gonzalez et al., 2013; Quirds
et al.,, 2014). Por ejemplo, cepas de la especie Metschnikowia pulcherrima y
dos especies del género Kluyveromyces mostraron buenos resultados,
mientras que cepas pertenecientes al género Saccharomyces, utilizadas de
este modo, producian elevados niveles de acido acético (Quirds et al., 2014). El
uso secuencial de levaduras no-Saccharomyces y Saccharomyces ha dado
buenos resultados en la produccion de vinos Chardonnay y Shiraz (Contreras
et al., 2014).

En este sentido, en los ultimos afios, nuestro grupo de trabajo ha
propuesto la utilizacion de otras especies del género Saccharomyces tales
como S.uvarum y S. kudriavzevii. Estas especies, tal y como hemos
comentado en el apartado 2.1, se caracterizan por producir mas glicerol y por
tanto producen menos etanol que S. cerevisiae. A pesar de su interés por las

propiedades enoldgicas (también producen mas aromas secundarios), estas
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especies tienen problemas de implantacion en algunas condiciones de
fermentacién, en fermentaciones con temperaturas superiores a 22°C, pero a
bajas temperaturas esta especie puede desplazar a cepas vinicas de
S. cerevisiae (Alonso-del-Real et al., 2017b). A nivel de aplicacién, se ha
trabajado en determinar las condiciones de implantacion a nivel industrial de
estas especies mediante la coinoculacién, aumentando la proporcion de estas
especies en la inoculacion o mediante microoxigenacion (Alonso-del-Real et al.,
2017a) o incluso mediante el desarrollo de modelos matematicos que puedan
predecir las condiciones de fermentacion 6ptimas para que se reduzca el etanol
(Henriques et al., 2018).

En una fermentacion vinica, detras del etanol y el dioxido de carbono, el
glicerol es, cuantitativamente, el producto mas importante de la fermentacion,
ademas como ya se ha comentado anteriormente, una mayor sintesis de
glicerol supone un menor rendimiento en etanol. Debido a que no es una
sustancia volatil, no contribuye al aroma del vino, pero si que contribuye, de
forma indirecta a su calidad sensorial. Su sobreproduccion da lugar a vinos con
una mayor suavidad en boca y una mayor complejidad. Debido al efecto
favorable del glicerol en la calidad del vino, se ha enfatizado en los beneficios
de un incremento en la produccion de glicerol a la hora de mejorar las
caracteristicas sensoriales de vinos que carecen de cuerpo (Pretorius y van der
Westhuizen, 1991; Barre et al., 1993; Degre, 1993).

La ruta de sintesis del glicerol implica un desvio del flujo glicolitico, que
acabaria en la produccién de etanol, hacia la produccion de glicerol. Su sintesis
implica la actuacion secuencial de dos enzimas, llamadas GPD1p y GPD2p, y
la conversion del exceso de NADH en NAD+; este proceso no produce ATP. El
glicerol generado no es consumido, ya que los enzimas implicados en su
asimilacion estan reprimidos en condiciones anaerdbicas (Pavlik et al., 1993;
Rennow y Kielland-Brandt, 1993). Como consecuencia de la sobreproduccion
de glicerol, la formacién de etanol disminuye y aumenta la formacion de otros
metabolitos, como el acetato, el piruvato y la acetoina, alguno de ellos no
deseado en el vino (Michnick et al., 1997; Pretorius, 2000).
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El contenido en glicerol de un vino se ve afectado tanto por parametros
que afecten al crecimiento de las levaduras como por factores ambientales,
entre otros cabe destacar la influencia de la cepa, el nivel de inoculacion, las
concentraciones de sulfito, azucar y nitrogeno, el pH, la aireacion, la
temperatura y la variedad de uva (Carrasco et al., 2001; Ribéreau-Gayon et al.,
2006).

En los ultimos afos hay una demanda creciente de vinos con una mayor
cantidad de glicerol, debido tanto a los efectos positivos de este sobre las
propiedades sensoriales del vino o a reducir la sensacion astringente en boca
producida por los polifenoles, pero como se ha comentado anteriormente, la
produccion de este metabolito esta ligada a una reducciéon de la produccion de
etanol. Para este proposito, se han seguido tres estrategias distintas. La
primera de ellas consiste en la modificacion de las condiciones de
fermentacién, como la aireacion, la temperatura, el pH, la concentracion de
azucar y el contenido en sulfitos (Gardner et al., 1993; Remize et al., 2000;
Yalcin y Yesim Ozbas, 2008). La segunda estrategia ha tratado de mejorar las
cepas vinicas mediante técnicas clasicas de cruce y que no suponen
problemas legales en su aplicacion a nivel industrial (Rep etal., 1999), asi
como seleccionar las cepas que produzcan mayor cantidad de glicerol. La
caracterizacion enologica de varias cepas hibridas
S. cerevisiae x S. kudriavzevii, aisladas de fermentaciones vinicas, ha abierto
nuevas alternativas, ya que poseen caracteristicas interesantes que se
aproximan a las nuevas tendencias en enologia (Gonzalez et al., 2007); de
hecho, la especie S. kudriavzevii produce mayor concentracion de glicerol y
menor de etanol que las cepas de la especie S. cerevisiae (Arroyo-Lopez et al.,
2010). La especie S. uvarum, que es la responsable de la fermentacion de
algunos vinos, también produce mas glicerol y menos etanol (Gamero et al.,
2013). Esto hace interesante la busqueda y seleccion de nuevas cepas, tanto
pertenecientes a S. bayanus como hibridas entre S. cerevisiae y alguna de
estas dos especies. Incluso se ha utilizado la evolucion adaptativa como
estrategia para desarrollar levaduras que produzcan mayores cantidades de
glicerol (Kutyna et al., 2012; Tilloy et al., 2014). La tercera aproximacion ha sido
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la manipulacion molecular de las levaduras, desviando la ruta de produccion de
etanol, como se ha comentado antes (Michnick etal., 1997; Remize et al.,
2003, 2001, 2000, 1999).

9. Fermentaciones a bajas temperaturas

La temperatura es uno de los parametros mas importantes para el
desarrollo de la fermentacién alcohdlica. Esta puede afectar tanto a la cinética
del proceso (duracion, tasa y ecologia de la fermentacion) (Sharf y Margalith,
1983; Torija etal.,, 2003), como a la calidad final del vino (producciéon de
metabolitos secundarios (Beltran et al., 2002; Novo et al., 2003; Torija et al.,
2003; Gamero et al., 2013).

Actualmente existe un interés creciente en fermentar a bajas
temperaturas (10-15°C); principalmente en la producciéon de vinos blancos y
rosados, sobre todo, en aquellos de gran potencial aromatico, ya que estas
temperaturas permiten que se retenga gran parte de los aromas primarios y
secundarios, los cuales, al ser volatiles a temperatura ambiente, se escapan

con facilidad durante la fermentacion alcohdlica a mayores temperaturas.

A pesar de las ventajas de este tipo de fermentacion, las bajas
temperaturas dificultan la realizacién de la fermentacién alcohdlica; sus efectos

sobre esta son (Beltran et al., 2007):

e Retraso de varios dias en el inicio de la fermentacion (fase de

latencia prolongada).

e Disminucion de la velocidad de consumo de azucares

(fermentaciones mas prolongadas).
e Mayor riesgo de paradas de fermentacion.

¢ Modificacion de las poblaciones de microorganismos (a esas
bajas temperaturas K. apiculata domina la fermentacién durante
mas tiempo, lo que dificulta la imposicién de S. cerevisiae); esto

42



Introduccion

podria llevar a la produccion de sustancias volatiles indeseables
por parte de las levaduras no-Saccharomyces (Herraiz et al.,
1990).

e Cambios en la actividad metabdlica de los microorganismos (lo
que implica una modificacion en la produccion de metabolitos

secundarios, debido a las necesidades adaptativas).

En los ultimos afos, se ha reconocido la capacidad criotolerante de
algunas especies de levadura y sus hibridos interespecificos, este es el caso
de S. uvarumy S. kudriavzevii y sus hibridos con S. cerevisiae por el potencial
que tienen para resolver los problemas que se presentan en la industria vinica
tal y como se ha comentado en el apartado 2.1. Gracias a la capacidad de
formar hibridos entre las especies del género Saccharomyces, ha sido posible
el aislamiento de algunos hibridos naturales S. cerevisiae x S. kudriavzevii y
S. cerevisiae x S. bayanus de las regiones vinicas de Europa con climas
oceanicos y continentales (Gonzalez et al., 2006; Masneuf et al., 1998; Peris
etal., 2012a), lo que indica una clara adaptacion a fermentar a bajas
temperaturas. Gonzélez etal., (2007) analizaron la influencia de nuevas
levaduras hibridas S. cerevisiae x S. kudriavzevii aisladas de vinos, realizando
fermentaciones en mostos naturales a diferentes temperaturas (14, 18, 22 y
32°C) para estudiar la produccion de compuestos, asimilacién de azucares y
otras caracteristicas que influencian las propiedades enoldgicas originadas por
el impacto de las levaduras y encontraron que las levaduras hibridas se
comportan particularmente mejor a bajas temperaturas y producen vinos con
menor cantidad de etanol y mayor cantidad de glicerol, lo cual puede ser util

para mejorar el perfil aromatico de los vinos.

Es interesante destacar que estas especies, ademas de fermentar mejor
a bajas temperaturas, por si solas también pueden incrementar la sintesis de
aromas de los vinos, objetivo por el cual se realizan fermentaciones a bajas
temperaturas. Gamero et al., (2013) estudiaron la produccion de aromas de

cepas de las especies S. cerevisiae, S. uvarum, S. kudriavzevii y sus hibridos y
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observaron que las cepas de S. uvarum fueron las mas destacadas en la
produccion de aromas en vinos junto con algunos hibridos. Por otra parte,
Stribny et al., (2015) observaron que las cepas de S. uvarum se caracterizan
por producir mas ésteres y las cepas de S. kudriavzevii por producir mas

alcoholes superiores respecto a las cepas de S. cerevisiae ensayadas.
10. Construccion de cepas mejoradas genéticamente

Las levaduras se han utilizado durante miles de afos para hacer
alimentos fermentados y bebidas, como cerveza, vino, sake y pan. Debido a la
situacion mundial y particularmente el cambio climatico, los requerimientos de
las fermentaciones industriales se han vuelto cada vez mas selectivos y
especificos. Es por ello que ha sido necesario aumentar artificialmente la
diversidad de las levaduras existentes y generar variantes que rindan mejor
que las cepas actualmente utilizadas. En los siguientes apartados nos
centraremos en las técnicas mas usadas en la actualidad para mejorar

genéticamente levaduras vinicas.
10.1 Evolucion adaptativa

La evolucion adaptativa (también llamada evolucién dirigida, evolucion
experimental o ingenieria evolutiva) se refiere a métodos de seleccidén entre
una poblacion celular de aquellos individuos que contienen mutaciones
genéticas beneficiosas para un rasgo particular; esto se lleva a cabo creciendo
la poblacion celular durante largos periodos de tiempo bajo condiciones que
favorecen la mutacion beneficiosa. Durante este proceso se puede obtener una
nueva poblacién que consiste principalmente en células con las mutaciones

beneficiosas.

En este tipo de experimentos, la seleccidn no es un proceso de un solo
paso, sino que se producen cientos de generaciones. Las estrategias
empleadas en evolucién adaptativa incluyen transferencias en serie de cultivos
por lote, métodos de cultivo continuo, seleccion en placa y otros métodos.
Chambers et al., (2009), proporcionan ejemplos detallados y descripciones de
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varios tipos y técnicas de adaptacion evolutiva de levaduras usadas en la
industria de alimentos y bebidas, mientras que Fisher y Lang (2016) describen
meétodos y resultados de algunos estudios de evolucidn experimental en

modelos de sistemas fungicos incluyendo Saccharomyces.

Esta técnica se ha utilizado con éxito para mejorar microorganismos de
interés industrial, incluidas cepas vinicas de S. cerevisiae. Asi por ejemplo, al
usar gluconato como unica fuente de carbono, se obtuvieron levaduras que
mejoraban el perfil aromatico del vino (Cadiére etal., 2012; Mouret et al.,
2014). La evolucion dirigida también ha demostrado ser util para obtener cepas
que incrementan hasta un 41% la sintesis de glicerol respecto a su cepa
parental (Kutyna et al., 2012). Lopez-Malo et al., (2015) también mejoraron
mediante ingenieria evolutiva la capacidad de una cepa de S. cerevisiae para

crecer a bajas temperaturas.
10.2 Hibridacion

A la hora de obtener hibridos se han utilizado diferentes aproximaciones,

como la conjugacioén de esporas, el “rare-mating” o la fusion de protoplastos.
10.2.1 Conjugacién de esporas

Este  apareamiento  directo puede realizarse usando un
micromanipulador para colocar dos esporas individuales de las cepas a hibridar
muy cerca una de otra en una superficie de agar, controlando el evento de
hibridacién por microscopia y aislando los cigotos desarrollados (que pueden

formarse si las esporas son del tipo de apareamiento opuesto).

Esta técnica es usada cuando las cepas parentales a hibridar son
homotélicas o cuando su eficacia de hibridacién (cruzamiento) es baja y/o
cuando no hay disponibilidad de marcadores adecuados de seleccién de los
hibridos resultantes. Sin embargo, la principal desventaja del cruce espora-
espora en comparacion con el apareamiento célula-célula es que las esporas

utilizadas en el experimento no pueden caracterizarse antes del apareamiento

45



Introduccion

y por lo tanto pueden no mostrar el fenotipo deseado de la cepa parental,

debido a la segregacion de alelos causales (Attfield y Bell, 2003).

Aunque el acoplamiento directo, que consume mucho tiempo, ha
demostrado ser una forma efectiva de obtener hibridos (Sipiczki, 2008); el
apareamiento espora-espora y célula-espora se aplica regularmente para crear
hibridos novedosos, principalmente interespecificos para la industria de la
fermentacidon. Se ha utilizado con éxito para generar levaduras vinicas con
criotolerancia mejorada, cruzando S. cerevisiae con especies criotolerantes
tales como S. kudriavzevii o S. uvarum (Pérez-Través etal., 2012), o para
introducir la floculacion en una cepa de levadura para la produccién de vinos

espumosos (Coloretti et al., 2006).
10.2.2 “Rare mating”

Muchas levaduras naturales e industriales tienen baja eficiencia de
esporulacion y/o baja viabilidad de esporas, dificultando su uso en
experimentos de cruzamiento directo. En estos casos, el “rare mating” ofrece
una via para obtener hibridos y se basa en el raro evento en el que algunas
células en una poblacion diploide pueden llegar a ser homocigotas para el tipo
sexual (resultando en una célula a/a o a/a) y subsecuentemente puede ser
“forzada a cruzarse” con una célula de tipo de cruzamiento opuesto (Gunge y
Nakatomi, 1972).

El método se basa en mezclar densas suspensiones celulares de las
cepas parentales y subsecuentemente ocurre el cruce, por lo que los hibridos
se pueden aislar posteriormente. Es necesario usar cepas parentales con
alguna auxotrofia o resistencia a antibioticos para hacer los hibridos faciles de

seleccionar usando en medios de cultivo adecuados.

El “rare-mating” es posible tanto dentro de especie como entre las
especies del género Saccharomyces; la frecuencia de estos cruces, aunque
siempre es baja, depende del tipo sexual y de la ploidia de las células
parentales (de Barros Lopes etal., 2002). La ventaja de este método con
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respecto al cruce de esporas se encuentra en que no es necesario esporular
los cultivos, de modo que se elimina el problema de la pérdida de

caracteristicas interesantes y de la baja viabilidad.

Esta técnica se ha utilizado para mejorar levaduras de interés industrial
(Tubb etal.,, 1981). Se ha utilizado en la obtencion de cepas vinicas que
mejoren la liberacion de manoproteinas (Pérez-Través et al., 2015) o hibridos
que mejoren la capacidad de fermentar a bajas temperaturas (Origone et al.,
2018).
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Objetivos

En pleno siglo XXI, la industria enolégica debe dar respuesta a los retos
planteados tanto por las nuevas demandas del consumidor como por la
modificacion de las propiedades de la materia prima, el mosto de uva, debidas
al cambio climatico, lo que tiene importante repercusién en la calidad y
aceptacion del producto final, el vino. Para ello se exigen cambios en las
practicas enoldgicas entre las que tiene un papel muy relevante el desarrollo de
cultivos iniciadores de levaduras adaptadas a las nuevas condiciones de
fermentacion como son las bajas temperaturas para obtener vinos mas
aromaticos o el desarrollo de levaduras que produzcan mas aromas, mayor
concentracion de glicerol y menos etanol, estas dos ultimas demandas

asociadas al cambio climatico.

S. cerevisiae se ha descrito como la especie predominante en la
fermentacién alcohdlica; sin embargo, otras especies del género
Saccharomyces también pueden tener un papel importante en procesos de
fermentacion. Trabajos previos del grupo, han estudiado las caracteristicas
fisiolégicas de interés enolégico que presentan las especies S. uvarum y S.
kudriavzevii respecto a cepas de S. cerevisiae. asi como de los hibridos de
estas especies. La caracterizacién enolégica de varias de estas cepas vinicas
hibridas muestra que han adquirido la tolerancia al alcohol y la alta capacidad
fermentativa de S. cerevisiae y la capacidad de crecimiento a bajas
temperaturas de S. kudriavzevii. Donde se ha realizado un gran esfuerzo ha
sido la caracterizacion genética de estos hibridos naturales, pero la
caracterizacion enoldgica vy fisiolégica de estas cepas has sido limitada a unos
pocos hibridos. En el objetivo 1 nos centraremos en estudiar las diferencias en
la capacidad de crecer a bajas temperaturas de la mayoria de los hibridos
descritos y su correlacion con la expresion de algunos genes relacionados con
la adaptacion a crecer a bajas temperaturas en S. kudriavzevii como son
NSR1, GPD1 and GUT2. En el objetivo 2 nos centramos en la caracterizacion

enoldgica de dichos hibridos.

Una aplicacion que se deriva del estudio de los hibridos naturales
presentes en fermentaciones es la obtencidn de nuevos hibridos artificiales a
partir de cepas comerciales de S. cerevisiae y cepas de S. kudriavzevii. De
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este modo se pueden obtener cepas con nuevas propiedades enoldgicas que
permitan resolver algunas de las exigencias actuales de las bodegas, sin
necesidad de recurrir a organismos modificados genéticamente. Resultados
previos comparando diferentes métodos de obtencién de hibridos nos indicaron
que la técnica del ‘rare-mating’ entre células diploides de cada parental era la
optima. Esta técnica supone un proceso de estabilizacion importante, ya que se
alcanza con una dotacion gendmica proxima a la alodiploidia, con una copia del
genoma de cada parental, mientras que los hibridos naturales estudiados son
alotriploides o alotetraploides y se han descrito gran numero de reordenaciones
cromosdmicas, con genomas hibridos entre las dos especies. Por lo tanto, los
fendmenos de estabilizacion son de gran importancia en la obtencién de
levaduras que posteriormente se vayan a usar con fines comerciales. En el
objetivo 4 estudiaremos la estabilizacion tras el proceso de obtencion de estos
hibridos y en el objetivo 4 la caracterizacion fisiolégica y molecular de los

hibridos obtenidos.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el presente trabajo se

plantean los siguientes objetivos:

1.  Caracterizacion fisiolégica y molecular de hibridos naturales entre las

especies S. cerevisiae y S. kudriavzevii (Capitulo 1).

2. Caracterizacion enolégica de hibridos naturales entre las especies S.

cerevisiae y S. kudriavzevii (Capitulo 2).

3. Estudio de estabilizacién de hibridos artificiales entre las especies S.
cerevisiae y S. kudriavzevii sometidos a diferentes estreses, etanol y

bajas temperaturas (Capitulo 3).

4.  Caracterizacion fisioldgica y molecular del proceso de estabilizacion de
hibridos artificiales entre las especies S. cerevisiae y S. kudriavzevii

sometidos a diferentes estreses (Capitulo 3).
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1. Cepas de levaduras.

La lista de cepas utilizadas en la presente tesis se muestra en la Tabla
M.1. El nombre de las cepas, el pais de origen y la fuente de aislamiento. Las
levaduras han sido proporcionadas por Ksenija Lopandic (Centro Austriaco de
Recursos Bioldgicos y Micologia Aplicada, Instituto de Microbiologia Aplicada,
Universidad de Recursos Naturales y Ciencias de la Vida Aplicadas, Viena,
Austria); Anchor Vino Yeasts; Lallemand Bio y; Jurg Gafner (Estacién Federal
Suiza de Investigacion para la Fruticultura, Viticultura y Horticultura, Wadenswil,
Suiza); José Manuel Alvarez Pérez (Instituto de Investigacién de la Vid y el
Vino, Universidad de Ledn, Ponferrada, Espafia); de nuestro laboratorio; CECT

(Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo), tal y como se indica en la Tabla M.1.

S. cerevisiae T73 es un diploide natural y fue aislada de vino tinto
Mourvedre (también conocido como Monastrell) hecho en Alicante, Espafa, en
1987. S. cerevisiae T73 tiene bajos requerimientos de nitrégeno, gran
tolerancia al alcohol y produccion de acidez volatil (acido acético
principalmente), por lo cual se considera ideal para la fermentacion de uvas

cultivadas en climas calidos.

S. kudriavzevii CR85 fue aislada de muestras de roble de Ciudad Real (Lopes
etal., 2010), Espafa; una region con un clima mediterraneo, donde la
temperatura en verano supera los 30°C, pero en inviernos se alcanzan

temperaturas muy bajas.
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Tabla M.1. Lista de cepas usada en este estudio. Origen geografico y
fuentes de aislamiento de los hibridos naturales Saccharomyces cerevisiae x
Saccharomyces kudriavzevii.

Pais Fuente

Cepa Especie de de
origen aislamiento

HA 1835 Sc x Sk Austria Vino
HA 1837 Sc x Sk Austria Vino
HA 1841 Sc x Sk Austria Vino
HA 1842 Sc x Sk Austria Vino
VIN7 Sc x Sk Sudafrica Vino
w27 Sc x Sk Suiza Vino
W46 Sc x Sk Suiza Vino
SPG 14-91  Sc x Sk Suiza Vino
SPG 16-91  Sc x Sk Suiza Vino
SPG 126 Sc x Sk Suiza Vino
SPG 172 Sc x Sk Suiza Vino
SPG 319 Sc x Sk Suiza Vino
SPG 441 Sc x Sk. Suiza Vino
AMH Sc x Sk Alemania Vino
PB7 Sc x Sk Espafa Vino
CECT 1388 Scx Sk Inglaterra Cerveza
CECT 1990 Scx Sk Alemania Cerveza
CECT 11002 Sc x Sk Bélgica Cerveza
CECT 11003 Sc x Sk Bélgica Cerveza
CECT 11004 Sc x Sk Bélgica Cerveza
CECT 11011 Sc x Sk Nueva Zelanda Cerveza
MR25 Sc x Sk Espana Tracto Respiratorio
IF6 Sc x Sk Espana Suplemento Dietético
T73 Sc Espana Vino
CR85 Sk Espafa Corteza de roble

Sc: Saccharomyces cerevisiae; Sk: Saccharomyces kudriavzevii.
2. Medios de cultivo

Todos los medios se esterilizaron por calor humedo en un autoclave a
121,5 °C y una presién de 15 libras/pulgada? durante 20 minutos a menos que

se especifique lo contrario.
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2.1 Composicién del GPY (Extracto de Levadura Glucosa Peptona).

Fue el medio de cultivo mas utilizado en este estudio, en estado liquido y

sélido y/o adicionado con etanol.

Composicion del GPY

(Extracto de Levadura Glucosa Peptona)

Glucosa 204g
Peptona 5¢g
Extracto de levadura 59
Agar europeo 20g
Agua destilada 1000 mL

Una vez el GPY liquido disminuia su temperatura a 70°C, podia verterse
en condiciones estériles directamente en placas Petri, alcanzando 1/3 de su

capacidad.

En el caso de GPY adicionado con antibioticos G418 o higromicina o
ambos, se requirid que el medio disminuyera su temperatura a 55°C para
afadir una alicuota de antibiéticos con la cantidad necesaria para alcanzar una

concentracion final de 200 ug mL™" en las placas.

En el caso de GPY adicionado con 10% de etanol, se requiri6 que el
medio disminuyera su temperatura lo suficiente para permanecer liquido y que

a la vez no causara una evaporacion del etanol.
2.2 Mosto sintético.

El mosto sintético reproduce la composicion de mosto natural estandar.
Este medio es muy util para realizar microvinificaciones de una manera

reproducible. Este medio se adapté de Bely et al., (2003).
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Composicion del mosto sintético

Azucares

Glucosa 100 g
Fructosa 100 g
Acidos organicos 5g
Acido malico 59
Acido citrico 059
Minerales

kH2PO4 0,759
K2SO4 05g
MgS0.,.7H20 0,259
CaCl,.2H20 0,155 g
NaCl 0,2g
NH.CI 0,46 g

Las sustancias se pesaron y se afadio la cantidad de agua destilada
necesaria para completar 1 L. Posteriormente se esterilizd con calor humedo

por medio de un autoclave a 121,5°C a 15 libras/pulgada? durante 15 min.
A la solucion previamente preparada se adiciona una solucion compuesta de:

Cantidades de soluciones stock

necesarias para 1L de Mosto Sintético

Aminoacidos 13,09 mL
Oligoelementos 1mL
Vitaminas 10 mL
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El pH de la solucion se ajusté a 3,3 con pellets de NaOH vy se filtr6 el volumen

total usando un filtro de 0,22 ym.
2.2.1 Solucién stock de aminoacidos.

A continuacion, se indica la cantidad necesaria en gramos para preparar 1 L de

solucion.

Composicion de la solucion Stock de Aminoacidos en g L

Aminoacido Cantidad Aminoacido Cantidad
Tirosina 1,59 Acido glutamico 9,29
Triptofano 13,449 Arginina 28,3 ¢
Isoleucina 259 Leucina 3,79
Acido aspartico 349 Treonina 58¢g
Glicina 1449 Glutamina 38,4 ¢
Alanina 11,29 Valina 349
Valina 3.4 Metionina 2449
Fenilalanina 29g Serina 69
Histidina 2649 Lisina 1,39
Cisteina 159 Prolina 46,1 g

La solucién Stock de aminoacidos se almacend a -20°C.
2.2.2 Solucion stock de vitaminas.

A continuacién, se indica la cantidad necesaria en gramos para preparar

1 L de solucion stock de vitaminas.
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Composicion de la soluciéon Stock de vitaminas en g L™

Myo-inositol
Pantotenato de calcio
Hidrocloruro de tiamina
Acido nicotinico
Piridoxina

Biotina (Solucién stock de biotina 100 mg mL™")

0,025¢g

3mL

Una vez preparada, la solucion stock de vitaminas se mantiene a -20°C.

2.2.3 Solucién stock de oligoelementos.

A continuacion, se indica la cantidad necesaria en gramos para preparar 1 L de

solucién stock de oligoelementos.

Composicion de la solucion Stock de Oligoelementos en g L'

MnSQO4.H.O 49
ZnS04.7H,O0 4g
CuS04.5H,0 1g
KI 19
CoCl,.6H20 04g¢g
HsBO3 19

(NH4)8Mo702¢ 1 g

Una vez preparada, la solucidén stock de oligoelementos se mantiene

a-20°C.

3. Cebadores.

Para los experimentos del primer capitulo, se disefiaron los cebadores

de PCR utilizados para estudiar la expresion relativa de los genes diana NSR1,
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GUT2 y GPD1 en cepas hibridas naturales (VIN7, CECT11011, AMH, W46,
CECT1990, SPG14-91 y SPG441) y especies parentales cercanas (T73 y
CR85). El disefio de los cebadores se realizo utilizando la secuencia gendmica
disponible de la cepa S288c de S. cerevisiae (base de datos del genoma de
Saccharomyces, http://lwww.yeastgenome.org/) y de la cepa CR85 de
S. kudriavzevii (C. Toft, comunicacién personal). Se disefiaron dos pares de
cebadores para amplificar los genes parentales de los hibridos S. cerevisiae x
S. kudriavzevii, uno para el alelo S. cerevisiae y otro para el alelo
S. kudriavzevii, excepto para NSR1 ya que el cebador forward fue util para
ambas especies. Se utilizé como control la expresion del gen de la ACT1. Se
disefiaron cebadores para obtener amplicones de 100 y 200 pb en tamafio para

asegurar la maxima eficiencia de PCR y la precision de la cuantificacion.

En la Tabla M.2 se muestran todos los cebadores usados en el presente

trabajo.

Tabla M.2. Regiones génicas bajo analisis de restriccion y cebadores usados

para la amplificacion por PCR.

Cromosoma Gen Cebador Secuencia
I BUD14 Forward 5-TGAATTGTTGGAAAAATGARAAYATG
Reverse 5-CGAATAATTTCATCCAAYTGYTTCAT
I CYC3 Forward 5-CTACAAAAAATGGGTTGGTTTTGGGC
Reverse 5-GGGAACAGTAGGCCGCACARRTGCATCCA
Il APM3 Forward 5'-
Reverse 5-CCTGTGGCAGTTGCTTTATCAAARATCCAYTG
Il OPY1 Forward 5-CCGCGGACAACAGACCAYCATTAYTGGTGYGT
Reverse 5-CTCTTGAAATTTATTATCCARTCCACCATRTCYTG
Il PKC1 Forward 5-GATTTCTGTGGCATGTCCATGGARATGG
Reverse  5-ACAGAAAGTCTTTGGTTTTGAACRTGCCACAT
] KIN82 Forward 5-GCCCTGAAAGTTTTGAGTAAACAYGARATGAT
Reverse 5-TCGTCATCATTTGCAACTTTCTCRCARAACAT
1l MRC1 Forward 5-AAACGAAAGGTTTCAAGTTGGARGAYA
Reverse 5-TTGTTTATCATTTTGACATCCATYTCYTT
v EUG1 Forward 5-CTTGTCGAATTYTTYGCYCCATGG
Reverse  5-GTGGTAAACCATATTTCAGATTRTTRATCAT
v RPN4 Forward 5-GAAGATAATTATAATCCGAARATGCARTGG

Reverse 5-ACCACATGGTTCATTAGTGATRAGRTTCAT
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Cromosoma Gen Cebador Secuencia

Y] UGAS3 Forward 5'-
Reverse 5-TGCTCGCTGATGCCGTCAGCTTCRTTYTGCCA

Y MET6 Forward 5-CTAGACCTGTCCTATTGGGTCCAGTTTCTTACTT
Reverse 5-TTAGCTTCTAGGGCAGCAGCAACRTCTTGACC
K 5-GCGTTAGCTTCTAGAGCAGCAGTGACATTGC

\Y NPR2 Forward 5-CACTAGACTGGGCAAAATGTTYAARGT
Reverse  5-AACAGGAGGTTTGTGAYTGYCTCCARTC

W GSY1 Forward 5-ATTGGAAAAAGAATTTTCGAGCAYACRATGAG
Reverse 5-AATTTCTTGCCACCGGCAAGGGTATTCATATT

VI EPL1 Forward 5-GAGGATTGTTGTGGTACCAACTAYAAYATGGA
Reverse 5-CGTCTTCAATTTTCCGYTTYTCCATYTT

VIl KEL2 Forward 5-TATCTTTTCAATATTAATTCTTAYAARTGGAC
Reverse  5-GCAGTTTCAAGTTCYTTYTGYTG

VIl MNT2 Forward 5-ATACAGATCTATCTTTTTGGGARAAYTGG
Reverse 5-AGTCTCTGGCTATGCTCATARTCRTAYTCCCA

VI CBP2 Forward 5-GACTTCAAGCCATCTTTYGARTGGCARCA
Reverse 5-CATGGACTCGGTCTCTTGATAYTGYTTCCA

VI MNL1 Forward 5-TCGTTGAAAACTAARTGTAAAAAYGAYTGG
Reverse  5-ATCTCACCTCTTGGGRCAACCACAT

IX DAL1 Forward 5-CAGGGCCAAATGTGGTGYGAYGT
Reverse 5-CTGCTTGGAAGTATTTTCRCARCACCA

IX UBP7 Forward 5-CCTCTTAGGTGGGTATGAAAAATGGAARAARAC
Reverse  5'-CCATTAACAATTACGTTTTTRTCAAACCARTG

X CYR1 Forward 5-CTACGAAGGAAAGTGTCCTCTTTRGTTCGTGG
Reverse 5-CCGTGTGTAGAATTTAGTGTAGAATTGACRGC

X DAL5 Forward 5-CTACGTTGGAAGATCGATTAYTGYATGTT
Reverse 5-GCCCAGCTCAACTTATAYTTCCARAA

X PEX2 Forward 5-GATAAAGAACTGTATGGACARTTYTGG
Reverse 5-GCCTTTACAACGCACACATARCARTARTT

Xl BAS1 Forward 5'-
Reverse 5'-

XI CBT1 Forward 5-TACAACACCTTCGTGCTTTAYGAYTGG
Reverse 5-TTCCAGTAGTTCAARTTGCGRTACAT

Xl MAG2 Forward 5-ATGGTAGAACCGGATATGCAGAARAARGC
Reverse  5-AGCTCCAAGGAATTAGATACACCRCAYTTCAT

Xl PPR1 Forward 5-CGGGTGTTTGGTAYACYATGGG
Reverse  5-TAAAGATAAGTCATACCTGTCATRAACAT

XI CATS8 Forward 5'-
Reverse 5-CTACTTGGCRTTTTGCCAYTGRAA
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Cromosoma Gen Cebador Secuencia
X ORC1 Forward 5-GGCTCTCACCTATTTGAGATGGTTYGAR
Reverse 5-GCTCTAGCGACATTTTTTTTTGTRAAYTT
XV BRE5 Forward 5-TGATTATAGCCACGGGTGARATGTTYTGG
Reverse 5-TTCATTCATCAACTTTGAGGCCCATGTCAT
XV EGT2 Forward 5-GTACGGACCCAGAYCAYTGGTT
Reverse  5-CATTGGTAAATCAACRGTRAACCA
XV ATF1 Forward 5'-
Reverse  5'-CCAATGAAAATGCYTGRTGCCA
XV RRI2 Forward 5'-
Reverse  5-AATATCTCTCTCCCGAAGTTTCCCCATYTCYTC
XVI GAL4 Forward 5-TGTGCCAAGTGTCTGAAGAAYAAYTGGGA
Reverse  5-GCGATTTCAATCTGATTATTRTACARCATCAT
XVI JIP5 Forward 5-GGCGTGGAAACACTTTGGAAGACYAARAG
Reverse 5-TATAGATGTTACCATTGGARCAACCRCACCA
Vil NSR1c/k Forward CAAGAAGGAAGTTAAGGCTTCCAA
NSR1c Reverse = GAAGATGAAGATTCAGATTCAGACTCA
NSR1k Reverse = TCGGAGGAAGAAGAGGTGCTT
v GPD1c Forward CAATTGAAAGGTCATGTTGATTCA
Reverse  TCAGTGATGTAAGAGGATAGCAATTG
v GPD1k Forward GAAAGGCCACGTTAACCCTC
Reverse = GGATAGAGCACCACATTGGATG
IX GUT2c Forward GGGGACGCTGTACTGGATG
Reverse = ATCAACACGTCGAATTGATGC
IX GUT2k Forward GGATCCGTGTACTGGGCG
Reverse = CAGCACATCGAATTGGTGC
W ACT1 Forward TGGATTCCGGTGATGGTGTT
Reverse = CGGCCAAATCGATTCTCAA

4. Plasmidos utilizados.

Se utilizaron dos plasmidos con resistencia a antibidticos para la

transformacién de las cepas de levadura. El plasmido pRS42H tenia un

marcador de resistencia para Higromicina y el plasmido pGREG resistencia

para Geneticina (G418). Ambos se utilizaron como marcadores de seleccion en

la obtencion de hibridos artificiales en el capitulo 2, tal y como se explica en el

siguiente apartado de Material y Métodos.
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5. Transformacion de levaduras con marcadores de resistencia a

antibioticos mediante el método del acetato de litio.

Para construir el hibrido S. cerevisiae x S. kudriavzevii, se utilizd el
protocolo de transformacion DNA/PEG LiAc/SS-carrier para introducir los
plasmidos de resistencia a antibiéticos G418 e Higromicina para S. cerevisiae

T73y S. kudriavzevii CR85, respectivamente.

En resumen, se recogieron las células por centrifugacion a 3500 rpm
durante 3 minutos tras medir la ODsoo y asegurar que habian completado por lo
menos dos divisiones desde una ODeoo inicial de 0,2 y tenerlas por tanto en
fase exponencial, permitiendo una mejor entrada del material genético al

interior de las células.

Tras lavar con agua estéril, las células se resuspendieron en 1 mL de
acetato de litio 0,1 M, se volvieron a centrifugar y se resuspendieron en 0,5 mL
de acetato de litio 0,1 M, transfiriéndose 50 pL de la muestra en un nuevo tubo

con la mezcla de transformacion, que contenia:

Polietilenglicol (PEG) 240 uL
Acetato de litio (LiAc) 36 uL
SS-carrier DNA 50 uL
Plasmido (0,5-1 ug) + agua 34 pL
Volumen total 360 pL

Tras resuspender la mezcla con la pipeta, se incubo la reaccion de
transformacién durante 40 minutos a 42°C y tras este tiempo se procedié a
centrifugar las células, se resuspendieron en 100 yL de agua destilada estéril y

posteriormente se sembraron.

Las células se dejaron crecer en medio GPY durante unas 3 horas a
28°C para que se expresara la resistencia y posteriormente se inocularon las
placas de GPY conteniendo el antibidtico correspondiente (G418 o
Higromicina), dejando crecer las colonias durante 24-48 horas. Las colonias
que fueron capaces de crecer se pasaron a nuevas placas con antibiético para

evitar falsos positivos.

64



Material y Métodos

La transformacion de S. kudriavzevii por este método fue ligeramente
modificada debido a una menor tolerancia térmica que S. cerevisiae. Tras
afadir la mezcla de transformacion se incubaron las muestras a 30°C durante
30 minutos y en seguida se realizdé un choque térmico en un bafio de agua a
42°C durante 20-25 minutos. Finalmente, las células se recuperaron por

centrifugacion y se sembraron en el medio correspondiente.
6. Construccion del hibrido S. cerevisiae T73 x S. kudriavzevii CR85.
6.1. “Rare-mating”.

Las cepas resistentes a antibidticos se cultivaron por separado en GPY
liquido conteniendo 200 ug mL™" del antibidtico correspondiente de acuerdo con
su resistencia. Se crecieron durante 48 h a 25°C. Después de obtener una alta
densidad celular, las células resistentes a los antibiéticos fueron recuperadas
por centrifugacion (3000 x g por 5 min a temperatura ambiente) y se lavaron
con agua destilada estéril para remover residuos del medio de cultivo,

recuperandose nuevamente por centrifugacion.

Para la obtencidén del hibrido, se utilizd la técnica de rare-mating. Las
células cosechadas se mezclaron en 20 mL de GPY liquido en tubos Corning
de 50 mL y se incubaron a 25°C en una posicion inclinada. Después de siete
dias de incubacién, se sembraron alicuotas del medio en GPY solido
suplementado con 200 ug/ml de higromicina y 200 pg/ml de G418 y las placas
se incubaron a 25°C. Un total de 64 colonias de hibridos fueron seleccionadas
por su habilidad para crecer en la presencia de ambos antibidticos. Las
colonias fueron resembradas en GPY sdlido adicionado con ambos antibiéticos
para confirmar la resistencia y posteriormente se conservaron en glicerol al
15% a 80°C.

7. Evolucion experimental del hibrido artificial.

Una cepa hibrida confirmada por PCR-RFLPs se sembré sembrada por
estria en una placa con GPY sodlido. La Figura M.1 muestra un esquema del

proceso de estabilizacion del hibrido bajo las distintas condiciones de estrés.
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Una colonia aislada de la placa fue inoculada en 1 mL de GPY liquido para

usarse como cultivo iniciador.

La estabilizacién gendmica fue iniciada en tres tubos eppendorf® para
cada condicion de estabilizacion (GPY a 25 °C, GPY a 12 °C y GPY
suplementado con 10% de etanol a 25°C) con 1 ml del medio correspondiente
inoculado con 2x10° células/mL. Después de siete dias de incubacion en
agitacion a la temperatura correspondiente, una alicuota de cada tubo era
sembrada en GPY sodlido por extension en superficie y las placas eran

incubadas a 25 °C o 12 °C de acuerdo a la condicién de estabilizacion.

Las tres colonias mas grandes de cada condicién eran seleccionadas
para iniciar la siguiente ronda de estabilizacién. Para las siguientes rondas en
el proceso de estabilizacion, el volumen de cultivo incrementd a 5 mL y se
inoculaba con una mezcla de las tres colonias previamente seleccionadas con
la misma proporcién de 2x10° células/ml. Se continudé con esta metodologia

hasta la estabilizacion del proceso en la novena ronda.

SCr,-g X Skca.s;-

; .
A7 Cultivoinicial a partir de una

sola colonia

Sembrar por extension en
ncubacion ,./._':\ ‘ /\ . ‘._' . g superficie para obzener lastres
durante 7 dias |1 ®g" q ] I ./ ] \ ¢ ‘_j' colonias mas grandes e inocular
: nuevamente un cultivo liguido

Nead/

Incubacion
durante 7 dias |
o Repetir hasta obtener

=T @

un hibrido estable

4 ‘e
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(reg 4 | S |
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a) 25 7°Cen GPY liguido b} 12 °C en GPY liguido . ¢} GPY liguido + 10% de

etanol a 25°C

Figura M.1. Proceso de estabilizaciéon de estabilizacion de un hibrido artificial sometido a
distintas condiciones de estrés. Las cepas parentales fueron sometidas al mismo proceso,
salvo que S. kudriavzevii no se sometid a condicion de estrés por etanol.
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Las células remanentes de cada ronda en el proceso de estabilizacion

fueron conservadas en glicerol al 15% a 80°C para futuros analisis.

Inicialmente se midi6 el contenido de ADN por medio de la ploidia para
las rondas 4, 5, 6, 7, 8 y 9 y consideramos que las lineas hibridas eran

genéticamente estables dado que la ploidia se habia estabilizado.
8. Ensayos de goteo a diferentes temperaturas.

Todas las cepas se cultivaron durante la noche en medio rico liquido
(GPY) y la densidad 6ptica a 600 nm (ODeoo) se ajusté a 1,0. Las placas de
agar con GPY se inocularon con 5 ul de las diluciones en serie de 10" a 106 y
se incubaron a 8, 12 y 24 °C. El crecimiento a estas temperaturas se
documento tomando fotografias cada 36 h, en los dias 5 y 9. Se intent6 la
cuantificacion visual mediante la evaluaciéon del numero y el tamafo de las
colonias. Se informd un valor de intensidad de crecimiento global (%) relativo a

la cepa de mejor rendimiento, indicada como 100% de crecimiento, a 8 °C.

9. Seguimiento del crecimiento de levaduras por densidad 6ptica a 600
nm (ODsoo).

La densidad 6ptica es un métodos facil, rapido y ampliamente utilizado
para la estimacion del numero de células en un cultivo. Se define como el

logaritmo base 10 de la proporcién entre la luz incidente y la luz transmitida.

La OD se define como:

Iy

Donde I es la intensidad de la luz incidente, e /es la intensidad de la luz
transmitida. La densidad optica de los cultivos celulares se determind a 600 nm
utilizando un espectrofotometro UV-visible Shimadzu mini-1240 con cuvetas

semi-micro de 1,5 mL para longitudes de onda de 630 a 700 nm.

El dispositivo hacia pasar la luz a través de una suspension celular,

detectando la luz absorbida, siendo la densidad éptica proporcional al numero
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de células. El espectrofotdmetro se calibré siempre con el mismo medio de
fondo en el que crecieron las células para eliminar posibles desviaciones. En
cultivos de alta densidad fue necesario hacer diluciones de la muestra hasta
obtener rangos de absorbancia entre 0,1 y 0,7 con el fin de no perder la

linealidad de las lecturas.
10. Analisis de crecimiento utilizando el SPECTROstar®.

Se realizaron analisis de crecimiento para los hibridos naturales, el
hibrido S. cerevisiae x S. kudriavzevii, evolucionado bajo condiciones de estrés
(GPY a 25°C, GPY a 12°C y GPY adicionado con 10% de etanol), asi como las
cepas parentales. Los analisis de crecimiento se realizaron en dos equipos
distintos debido a las condiciones de temperatura requeridas para el estrés por

baja temperatura. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Los analisis a 25°C en GPY liquido y GPY liquido adicionado con 10%
de etanol, se realizaron en un espectrofotometro SPECTROstar Omega (BMG
Labtech, Offenburg, Alemania) de la siguiente manera: Los inoculos se
prepararon introduciendo una colonia del cultivo puro a analizar en 5 mL de
medio GPY en tubos de plastico de 15 mL (Falcon), dejandolo crecer en
agitacion toda la noche. Al dia siguiente, el cultivo se diluye en medio fresco
hasta una ODsoo de 0,2 y se deja crecer hasta una ODeoo de 1 para garantizar

que la célula haya llevado a cabo por lo menos dos divisiones.

En seguida, se inocularon 10 uL del precultivo en 0,25 mL del medio a
estudiar en placas de poliestireno estériles de 96 pocillos de fondo plano
(Sarstedt, Alemania) con el fin de que la lectura inicial del aparato se encuentre
entre en una ODeoo de 0,15-0,2. La curva de densidad o6ptica se midid
calculando la turbidez del medio cada 30 minutos a 600 nm y 25°C. El
movimiento de la placa dentro del aparato fue constante y se realizd6 una

agitacion extra de 40 segundos a 400 rpm antes de cada ciclo de lectura.

El experimento se daba por finalizado una vez las células llegaban a la
fase estacionaria de crecimiento. Todos los experimentos se llevaron a cabo

por triplicado en la placa y se utilizdé un blanco para restar el ruido de fondo de
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los resultados. Asi mismo, en aquellos experimentos en los cuales el medio se
modificd con etanol, se sellaba la placa con Parafilm M® con el fin de evitar al
maximo la evaporacion del etanol y se evitaba inocular aquellos pocillos mas
cercanos al borde superior y lado izquierdo ya que se ha comprobado que es
donde mayor evaporacion se da por el efecto del mecanismo de ventilacién del

aparato.

Para las curvas de crecimiento a 8 y 12°C, las microplacas se colocaron
en una estufa refrigerada con agitacion a 100 rpm, y se tomaron tres
mediciones puntuales de OD6oo cada dia para un experimento de crecimiento
de 7 dias hasta obtener lecturas aproximadamente constantes. Se utilizaron
pocillos sin inocular para restar cualquier ruido del equipo o del medio de

cultivo.

Una vez obtenidas las curvas de crecimiento, se podia obtener la
informacion sobre la tasa maxima de crecimiento (umax), la fase estacionaria

(A) y el maximo crecimiento asintético (A).
11. Caracterizacion fisiologica de las cepas evolucionadas.

Se realizaron andlisis de crecimiento de los hibridos evolucionados en los tres
diferentes medios de estrés en los que fueron evolucionados. Los hibridos
caracterizados fisiologicamente fueron los correspondientes a la etapa 4, 9y 16
del proceso de estabilizacion. La Figura M.2 facilita la comprensién del

experimento:
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Figura M.2. Diagrama de las condiciones de evolucién de los hibridos artificiales y las
condiciones en las que estos hibridos evolucionados fueron caracterizados fisiolégicamente.
Los hibridos sometidos a la caracterizacion fisiologica fueron los correspondientes a las etapas
4, 9y 6 del proceso de evolucion.

Estos analisis se realizaron en las mismas condiciones de estrés en las que
fueron estabilizados (GPY a 25 °C, GPY a 12 °C y GPY suplementado con 10%
de etanol a 25 °C) y se adicion6 una cuarta condicion de estrés (Mosto sintético

con una concentracion de 200 g L' de aztcares a 25°C).
12. Microvinificaciones.

12.1 Cinética de consumo de azucares.

Para los ensayos de microvinificaciones se utilizé el mosto sintético con una
concentracion inicial de 200 g L' de azlcares fermentables. Las
microvinificaciones se realizaron en frascos de vidrio de 250 ml y con 175 ml de
mosto. La inoculacion de la cepa se realizé a 10°% células/ml. Las

microvinificaciones se llevaron a cabo a 22 °C.
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Los frascos se cerraron con tapones y camaras de aire de dos piezas
para liberar CO2 y evitar la entrada de aire. Los cultivos fueron monitoreados
continuamente para verificar si las valvulas funcionaban correctamente y los
frascos se pesaron dos veces al dia y se determin6 la pérdida de peso.
Ademas, la fermentacién fue monitoreada por pérdida de masa hasta alcanzar
una masa constante, que se considera el final de la fermentacion Los
experimentos se llevaron a cabo por duplicado. Las células de levadura se
eliminaron por centrifugacién y los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C
para un analisis posterior. Posibles contaminaciones fueron monitoreadas con
un control negativo (mosto sintético sin células). La pérdida de masa
monitoreada se corrigid al porcentaje de azucar consumido, como en Pérez-
Través et al., (2015):

_mx(S—R)

C= nf +5) * 100

donde C es el porcentaje de azucar consumido en cada punto de tiempo, m es
el valor de pérdida de masa en ese punto de muestreo (g), S es la
concentracion inicial de aztcar en el mosto (g L"), R es la concentracion final
de azucar en el mosto fermentado (azucar residual, g L-') y mf es el valor total
de masa pérdida al final de la fermentacion (g). Los valores residuales de
azucar se obtuvieron mediante el analisis por HPLC de las muestras de
fermentacién. El ajuste de la curva se llevo a cabo utilizando el modelo de

Gompertz reparametrizado, ecuacion propuesta por Zwietering et al., (1990):

pUmax * e

= )*(;\—t)+1]}

y = D *exp {—exp [(

donde y es el porcentaje de azucar consumido, D es el valor maximo de
consumo de azucar (el maximo asintético, %), ymax es la tasa maxima de
consumo de azucar (h'') y A es la fase de adaptacion (h) en que no se detectd
consumo de azucar. La ecuacion de Gompertz se ajusté a los puntos de datos
mediante el modulo de regresidn no lineal del paquete de software
STATISTICA 7.0 (Hilbe, 2007), minimizando la suma de los cuadrados de la
diferencia entre datos experimentales y el modelo ajustado. Se calculé la
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idoneidad del ajuste por la proporcidén de varianza explicada por el modelo (R2)

en comparacion con los datos experimentales.

Usamos botellas de vidrio de 250 ml con una camara de aire de dos
piezas (un pequeno dispositivo de plastico que se usa para hacer bebidas
fermentadas que permite que el diéxido de carbono escape del fermentador sin
dejar entrar aire nuevo, reduciendo la posible contaminacion bacteriana) y una
tapdn de goma perforado. El mosto sintético se dosifico en las botellas de vidrio
y se inoculé con las células de levadura necesarias para tener una densidad
optica a 600 nm (ODeoo) de 0,3 para comenzar la fermentacion. Se registro el

peso de las botellas y las botellas se incubaron a 12 °C en agitacion continua.
13. Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon y Cromatografia de Gases.

Los azucares residuales (glucosa y fructosa), glicerol y etanol en el
punto final de las microvinificaciones fue determinado por HPLC (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) usando un detector de indice de refraccion y
una columna HyperREZTM XP Carbohydrate H+ 8 ym (Thermo Fisher
Scientific) equipada con proteccion HyperREZTM XP Carbohydrate (Thermo
Fisher Scientific). Las muestras fueron diluidas 5 veces, filtradas a través de un
filtro de nylon de 0,22 mm (Symta, Madrid, Espana) e inyectadas por duplicado.
Las condiciones de analisis fueron: eluyente, 1,5 mM de H2SOyg; flujo de 0,6 ml

min' y la temperatura de la estufa fue de 50 °C.
14. Cuantificacion de compuestos volatiles

La extraccion de compuestos volatiles y la cromatografia de gases
fueron realizados siguiendo el protocolo de Rojas etal., (2001). Las
concentraciones de alcoholes superiores y ésteres se determinaron al final de
la fermentacion. La extraccion se realizé usando un muestreo de espacio de
cabeza mediante microextraccion en fase soélida (SPME) con fibras de
polidimetilsiloxano (PDMS) (Supelco, SigmaeAldrich, Barcelona, Espana). Los
compuestos aromaticos fueron separados por cromatografia de gases en un
Cromatégrafo Thermo TRACE ULTRA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
con un detector de ionizacién de flama (FID), utilizando una columna capilar HP
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INNOWAX 30 mx 0,25 mm recubierta con una capa de 0,25 uym de
polietilenglicol reticulado (Agilent Technologies Inc.). Se utilizé helio como gas
acarreador (flujo 1 ml min-'). La temperatura programada del horno fue: 5 min a
60 °C, 5 °C por min hasta 190 °C, 20 °C por minuto hasta 250 °C y 2 min a
250 °C. El detector de temperatura estaba a 280 °C y el inyector de
temperatura a 220 °C bajo condiciones no divididas. Una senal de
cromatografia fue registrada por un Detector HP Vectra QS/16S. El estandar
interno era 2-heptanona (0,05% p / v). Los tiempos de retencion de los picos
eluidos fueron comparados con los de alcoholes superiores y ésteres
comerciales estandar. Las concentraciones fueron cuantificadas en mg mL-"

mediante la calibracidn de los graficos de los estandares (valor R2> 0,99).
15. Estimacion de los parametros de crecimiento mediante la OD a 600 nm

Los datos de crecimiento se exportaron del lector de microplacas
SPECTROstar Omega para ser procesados en Excel (Microsoft Office 2010).
Los parametros de crecimiento fueron calculados de cada tratamiento mediante
un ajuste directo de las mediciones de OD a 600nm vs tiempo para el modelo

de Gompertz reparametrizado, propuesto por (Zwietering et al., (1990):

pUmax * e

- )*(;\—t)+1]}

y = A * exp {—exp [(

0D

Donde y = ln(g—;:), ODo es la OD inicial y OD: es la OD al tiempo t; A = ln(ODO

es el maximo asintético, umax es la maxima tasa especifica de
crecimiento (h'), y A es la fase de adaptacion, también conocida como fase de

adaptacion o fase de latencia (h) (Aguilera et al., 2007).
16. Analisis moleculares.
16.1. ADN gendmico de levaduras.

El ADN gendmico total fue obtenido de acuerdo a procedimientos
estandares (Querol et al., 1992). Las células de levadura se crecieron en 1 ml

de GPY a 28°C en agitacion durante toda la noche y se recogieron por
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centrifugacion a 12000 rpm durante 3 min. El sedimento de células se
resuspendio en 0,5 mL de solucion 1 (1 M sorbitol, 0,1 M EDTA a pH 7,5).

A esta solucidn se le afiadieron 30 yL de Zimoliasa 20T (Seikagaku
Corporation, Tokio, Japdn) a una concentracion de 1 mg mL" y se incubd a
37°C durante 40 minutos en agitaciéon con el fin de obtener protoplastos, que se
recogieron tras una centrifugacion a 12000 rpm durante 3 minutos. Los
protoplastos se resuspendieron en 0,5 mL de solucion 2 (50 mM Tris-HCI, pH 8
y 20 mM EDTA, pH 7,4) y se afnadieron 13 uL de dodecilsulfato sddico (SDS) al
10% para posteriormente incubarlos a 65°C durante 5 minutos con el fin de

romper las células.

En seguida, se anadieron 0,2 mL de acetato potasico 5 M y las muestras
se mantuvieron en hielo durante 10 minutos para precipitar las proteinas. Tras
la incubacion se llevd a cabo una centrifugacion de 15 minutos a 4°C y el DNA
contenido en el sobrenadante se precipité mediante adicion de 0,7 mL de
isopropanol e incubacion durante 10 minutos a temperatura ambiente en el

mismo isopropanol.

El DNA obtenido por centrifugacion a 12000 rpm durante 10 minutos se
lavd dos veces con 0,5 mL etanol al 70% (v/v). Finalmente, las muestras se
centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos y el etanol se eliminé mediante
decantacion, para secar las muestras mediante la utilizacion de vacio en un
concentrador SpeedVac® Plus SC110A (Savant™). Una vez secas, las
muestras se resuspendieron en 15 uL de agua milliQ estéril y se guardaron a -

20°C hasta su utilizacion.

La cantidad y calidad de los acidos nucleicos se llevé a cabo mediante

NanoDrop™ 1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware).

16.2. Analisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion (PCR-RFLP).

La caracterizacion de los hibridos S. cerevisiae x S. kudriavzevii
obtenidos mediante la técnica de rare-mating fue realizada mediante la
amplificacion por PCR de los genes nucleares codificantes de proteinas BRES
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y PPR1 y un subsecuente analisis por medio de un analisis de RFLP con las
enzimas de restriccion Hae lll (Takara Bio Inc., Shiga, Japdn) siguiendo la

metodologia propuesta por Gonzalez et al., (2008).

Se utilizd la enzima Taq polimerasa de Takara para aplicaciones
estandar de PCR. En su caso, para una reaccion general de 50 uL se utilizo:
0,25 pL de enzima, S5uL de tampon 5X, 4 uL de dNTP’s (concentracion final de
2,5mM cada uno), <500 ng de DNA molde y 0,2-1 yM de cada cebador. Las
condiciones generales de reaccion fueron: 1 ciclo de 5 min a 95°C, 30 ciclos
compuestos de 30 s a 95°C, 1 min a la temperatura 6ptima de hibridacion para
cada par de nucleétidos, un tiempo variable (1 min por Kb) a 72°C para la

extension, y finalmente un ciclo de extensién final de 10 min a 72°C.

Una reaccion de digestion tipica puede realizarse de la siguiente manera:

Enzima de restriccion 1 WL (10 unidades son suficientes)
DNA 1 ug

Tampon 10X 5 uL (1X)

BSA 100 ug mL™" (si es necesario)
Volumen total 50 uL

Tiempo de incubacion 1 hora

Temperatura de incubacién Depende del enzima

En el caso de digestiones con varios enzimas de restriccion se debera
optar por el tampdn 6ptimo para obtener la maxima actividad de cada enzima y
evitar siempre una concentracion de glicerol mayor al 5% del volumen de la

reaccion para evitar cortes inespecificos en la muestra.
17. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La separacion de fragmentos de DNA se realizé en geles horizontales de
agarosa a una concentracion de 1,5 a 3% (p/v) segun el tamano de los
fragmentos a separar, preparados en tampon TBE 0,5X (Tris-HCI 44,5 mM,
acido bérico 44,5 mM, EDTA 1,25 mM), que también fue utilizado como tampdn

de la electroforesis.
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Las muestras se disolvieron en tampoén 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 2-10 V/cm segun la concentracion de

agarosa Yy la resolucion requerida.

Para la deteccion del DNA se anadid6 al gel de agarosa 5uL de
RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution (iNtRION Biotech.) como alternativa
no mutagena ni toxica al bromuro de etidio. Las imagenes de los geles se
capturaron con una camara CCD COHU Modelo 4912-5010 y se visualizaron y

exportaron a través del programa Scion Image para Windows.
18. Medicion de la expresién génica.

Durante la mitad de la fase exponencial a 12 °C, se aislé un ARN total de
la suspension de celular en medio GPY liquido. La muestra de levaduras se
centrifugd a 4000 rpm durante 5 minutos. Los sedimentos celulares se
resuspendieron en 500 ul de tampon de lisis LETS (100 mM de LiCl, 10 mM de
EDTA, 0,2% de SDS, 10 mM de Tris-HCI [pH 7,4]). Las células se rompieron
mecanicamente con 500 pl de perlas de vidrio y 500 pl de fenol acido (citrato

saturado, pH 4,3).

Los contaminantes se eliminaron mediante varios pasos de extraccion
con fenol acido, fenol-cloroformo (5: 1, pH 4,3) y cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1). EI ARN extraido se precipitd dos veces durante la noche a -20 °C. La
primera precipitacion se realiz6 anadiendo LiCl 5 M y la segunda afiadiendo
acetato de sodio 3 M y etanol al 100%. Después de la centrifugacién a maxima
velocidad durante 15 minutos, el ARN se lavé una vez con etanol al 70%, se
secO a temperatura ambiente y finalmente se resuspendié en agua libre de
ARNasas.

La pureza y Ila concentracion del ARN se determinaron
espectrofotométricamente en un NanoDrop ND-1000 (Thermo-Scientific) y se
verifico la integridad de todas las muestras mediante electroforesis en gel de
agarosa (1%). El analisis de expresion génica de los genes diana en levaduras
hibridas naturales se realizé mediante el método de PCR cuantitativa en tiempo
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real en dos pasos. La primera cadena de ADNc se sintetizé a partir de 400 ng
de cada ARN aislado y se suspendio en 20 pl mediante el kit Reverse
Transcriptase Core de EUROGENTEC, oligo d(T)15VN y nonamers aleatorios
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADNc sintetizado se diluyé 5
veces con agua libre de ARNasas. Las gPCR (PCR cuantitativas)
subsiguientes se realizaron en un sistema de PCR en tiempo real LightCycler®
480 (96 pocillos, Roche Applied Science, Alemania) usando cebadores
genéticos especificos (250 nM) en una reaccion de 10 pl con el kit LightCycler
480 SYBR Green | Master (Roche Applied Science).

Las condiciones optimizadas de PCR fueron 45 ciclos de 95 °C - 10 s, 59
°C - 10 s,y 72 °C - 15 s. La especificidad de los cebadores se probd usando
como plantilla el ADN gendémico de las dos cepas puras. Se incluyé un analisis
de la curva de fusién al final de cada programa de amplificacion para confirmar
la presencia de un solo producto de PCR de todas las muestras sin primer-
dimers. La herramienta de cuantificacion relativa avanzada implementada en el
software LightCycler 480 1.5.1 se utilizd para analizar los resultados y la
eficacia de todos los pares de cebadores se determind previamente y se

incluyo en el analisis.

La normalizacion de los resultados de la expresion se realizé utilizando
los niveles de expresion del gen ACT1, utilizado como el gen de referencia, que
mostré una excelente uniformidad en los niveles de expresion en las
condiciones de crecimiento estudiadas. Todas las muestras se analizaron por

triplicado.
19. Analisis de polimorfismos en la secuencia amplificada del ADN inter-6.

Los cebadores delta 12 (5"-TCAACAATGGAATCCCAAC-3') y delta 21
(5-CATCTTAACACCGTATATGA-3"), asi como los procedimientos propuestos
por Legras y Karst (2003) fueron usados para amplificar el ADN gendémico de

las levaduras.
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20. Analisis mitocondrial del ADN mediante polimorfismos en la longitud

de los fragmentos de restriccion (mtDNA-RFLP).

El analisis de restriccion del ADN mitocondrial fue realizado por el
método de Querol etal., (1992), usando la endonucleasa Hinf | (Roche

Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania).
21. Citometria de flujo.

El contenido total de ADN de cada una de las cepas parentales y de los
hibridos seleccionados fue analizado por citometria de flujo siguiendo la

metodologia descrita por Lopes et al., (2010).

Las células se cultivaron en GPY a 28 ° C durante 24 h.
Aproximadamente 1x10° células se recuperaron por centrifugacion (3000 g
durante 5 minutos a temperatura ambiente) y se lavaron con 1 mL de tampodn
salino con fosfato 1x (PBS) (8 gL-'de NaCl, 0,2 g L' de KCI, 1,44 g L' de
Na2HPO4, 0,24 g L' de KH2PO4, pH 7,4). Las células se centrifugaron en las
mismas condiciones y se fijaron con 1 mL de etanol al 70% frio. Las muestras
se incubaron a -20 ° C durante 30 min. Las células se lavaron una vez con
1 mL de tampdén PBS, se resuspendieron en 250 uyl de PBS que contenia
0,1 mg mL-" de ARNasa A y se incubaron durante la noche a 37 ° C. Después
de la centrifugacion en las mismas condiciones, las células se suspendieron en
500 pyL de tampon PBS y se sometieron a ultrasonidos para eliminar los
agregados (dos veces durante 10 s). Para la tincion celular, se afiadieron 5 uL
de 50 ug mL" de Sytox Green a cada muestra, que luego se incubaron a 37 ° C
durante 10 min. El contenido de ADN de células de levadura se determiné
usando un citometro FACScan (Becton Dickinson Inmunocytometry Systems,

Palo Alto, California, Estados Unidos).

Los valores del contenido de ADN fueron registrados en base a la
intensidad de su fluorescencia en comparaciéon con la cepa haploide S.
cerevisiae (S288c) y la cepa diploide (FY1679) usadas como referencia. El

contenido del valor de ADN reportado para cada cepa es el resultado de dos
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mediciones independientes. Los resultados fueron analizados por un ANOVA

de una via y una prueba de Tukey HSD (a=0,05, n=2).
22. Analisis de los datos.

Para los analisis estadisticos realizados los tres capitulos de este
trabajo, el ajuste de las curvas de crecimiento, las pruebas t-student las
correlaciones, los analisis de varianza ANOVA de una via, ANOVA factorial y
pruebas de Tukey, se realizaron con el software STATISTICA 7.0. El Analisis
de Componentes Principales (PCA) fue realizado en R, usando la funcion
“prcomp”. Las elipses se generaron usando la funcion “ellipse” con los mismos

componentes usados en la grafica con el 90% de significancia.
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Capitulo 1

1. Caracterizacion fisiolégica y molecular de hibridos naturales

entre las especies S. cerevisiae y S. kudriavzevii

Como se ha comentado en la introduccién, frecuentemente se aislan
hibridos naturales entre las especies S. cerevisiae y S. kudriavzevii y siempre
asociados a fermentaciones en areas de clima frio (Gonzalez et al., 2006;
Lopandic et al., 2007; Erny et al., 2012; Peris et al., 2012a), condiciones
predominantes en algunos paises europeos. Estos hibridos son incluso
levaduras dominantes durante las fermentaciones en esas regiones (Lopandic et
al., 2007), debido a que estan mejor adaptadas a fermentar a baja temperaturas
tal y como pudimos confirmar (Belloch et al., 2008). La capacidad de crecer y
fermentar a bajas temperaturas en levaduras vinicas es una de las demandas
del sector, ya que en la actualidad se estan fermentando entre 12-18 °C los vinos

jévenes para mejorar los perfiles aromaticos (Torija et al., 2003).

La baja temperatura tiene efectos fisiologicos en la célula de levadura,
como aumento de la fase de latencia, cambios en la fluidez de la membrana
plasmatica, afecta a la estabilidad de la estructura secundaria del RNA,
modificacion de la tasa de traduccién y de plegamiento de proteinas (Torija et
al.,, 2003). Se han descrito varios mecanismos de adaptacion a bajas
temperaturas por parte de S. kudriavzevii. En primer lugar, se ha observado un
mecanismo claro asociado a la composicion de la membrana, las cepas de
S. kudriavzevii tienen porcentajes mas altos de acidos grasos de cadena media
y de escualeno, asi como menos contenido en acidos grasos de cadena mas
cortas (Tronchoni et al., 2012). Otro posible mecanismo de adaptacion a bajas
temperaturas esta relacionado con la mayor sintesis de glicerol producido por las
cepas de S. kudriavzevii en fermentaciones a bajas temperatura en comparacién
con S. cerevisiae (Gonzalez et al., 2007). Esta mayor produccién de glicerol por
parte de S. kudriavzevii fue confirmada por (Oliveira et al., 2014) y ademas los
autores observaron una mayor expresion del gen GPD1 en S. kudriavzevii en
comparacion con S. cerevisiae en condiciones de micro vinificacion a baja
temperatura. Por otro lado, (Tronchoni et al., 2014), observé un incremento en

los niveles de expresion del gen marcador NSR1, que codifica una proteina
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nuclear requerida para el procesamiento ARNr y que tiene como efecto en S.
kudriavzevii un inicio mas temprano de la traduccion a bajas temperaturas,

comparado con S. cerevisiae.

Finalmente se ha estudiado el papel de GUTZ2 (una glycerol-3-fosfato
deshidrogenasa mitocondrial) en el mantenimiento del fenotipo de crecimiento
en frio en S. kudriavzevii (Paget et al., 2014). La disrupcion del gen GUT2
disminuyd la tolerancia criogénica de S. kudriavzevii, pero mejoro su desempefo
a temperaturas célidas, lo que sugiere el papel claro en la adaptacion a frio por

parte de S. cerevisiae.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente, el objetivo de este
estudio fue, en primer lugar, caracterizar la capacidad de crecer a bajas
temperaturas de un gran numero de cepas hibridas naturales, cepas que
previamente se ha caracterizado su composicion gendmica mediante genémica
comparada usando la técnica de GCH (“Comparative Genomic Hybridization”)
(Belloch et al., 2008; Peris et al., 2012b). Por otra parte, determinar el impacto
del genoma de S. kudriavzevii en los caracteres fenotipicos de estos hibridos y
estudiar la influencia de los genes marcadores de frio descritos en
S. kudriavzevii, como son NSR1, GUT2 y GPD1. Los resultados obtenidos en

este capitulo quedan recogidos en (Ortiz-Tovar et al., 2018).
1.1 Resultados
1.1.1 Capacidad de crecer a bajas temperaturas

Para estudiar la capacidad de crecer a diferentes temperaturas se
realizaron dos aproximaciones diferentes; en primer lugar, se estudio el efecto
de la baja temperatura sobre el crecimiento de la levadura en placas de agar
(pruebas de goteo) y en segundo lugar se determiné la tasa de crecimiento
especifico (u) y las fases de latencia (h-') mediante crecimiento en microplacas
en un lector de placas (“Spectrostar’). Se estudiaron 23 hibridos entre las
especies S. cerevisiae y S. kudriavzevii, todos los hibridos son naturales y

aislados de diferentes origenes (ver Tabla M.1 de Material y Métodos), ademas
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se utilizaron como control de la especie S. kudriavzevii la cepa CR85 y de

S. cerevisiae, la cepa T73. Los crecimientos se realizaron a 8, 12 y 24°C.
1.1.2 Ensayos de goteo en placa

Las placas que contenian las diluciones seriadas de los 23 hibridos
naturales y las dos cepas control se incubaron a las 3 temperaturas indicadas
previamente siguiendo la metodologia descrita en el apartado 8 de Material y
Métodos. La Figura 1.1 muestra los resultados de crecimiento, las diluciones
seriadas van de izquierda a derecha de manera que en la columna de la
izquierda aparece la menor dilucién y hacia la derecha aumenta la dilucion. Las
cepas se ordenaron de acuerdo con la susceptibilidad al frio respecto a 8 °C,
temperatura donde se observa la mayor diferencia. Las cepas que aparecen en
la parte superior de la Figura 1.1 son las que presentan mejor capacidad de
crecer a bajas temperaturas, y en la parte inferior los hibridos que crecen peor a

bajas temperaturas.

Los resultados se analizaron visualmente teniendo en cuenta la dilucidon
maxima donde los hibridos dejaron de crecer, pero también el numero y el
tamano de las colonias. A 24 °C no se observan grandes diferencias entre los
hibridos y con las cepas de referencia, creciendo todos a diluciones bajas, lo que
indica que no es una condicidn de estrés. Donde se observan diferencias es en
el crecimiento a 12 °C, destacando en esta que el control de S. cerevisiae fue la
cepa que peor crecid a esta temperatura seguida de los hibridos cerveceros
CECT 1990 y 11011. Sin embargo, las diferencias mas relevantes se dieron a 8
°C. Teniendo en cuenta los datos a 8 °C, podemos dividir los hibridos en 2
grupos. El grupo A, donde se encuentran todos los hibridos vinicos excepto 2
cepas asiladas de Austria (HA 1835 y HA 1841), y que se caracterizan por crecer

bien a esta temperatura, al igual que el representante de S. kudriavzevii (CR85).
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Figura 1.1.

El grupo B, donde se incluyen los hibridos con mayor problema para
crecer a 8°C, al igual que la cepa T73, control de S. cerevisiae agrupa a la
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mayoria de los hibridos no aislados de vinos (cerveza, aislado clinico y de

suplemento dietético).

Cabe destacar que el hibrido PB7 era el hibrido que mostraba el mejor
crecimiento en goteo en placa a esta temperatura, pero también fue uno de los
que mejor crecian a 12 °C y 24 °C al igual que el control de S. kudriavzevii
(CR85). Sin embargo, a 24 °C, su crecimiento se vio visiblemente afectado en
comparacion con otras cepas, como el control de S. cerevisiae (T73), que crecid

muy bien a esta temperatura.

1.1.3 Tasa de crecimiento y fase de latencia de los hibridos crecidos a

bajas temperaturas

Para caracterizar mejor la capacidad de crecer a bajas temperaturas los
hibridos S. cerevisiae x S. kudriavzevii, se analiz6 la tasa de crecimiento y la fase
de latencia a bajas temperaturas. Los hibridos se crecieron en microplacas en
un lector de placas y se incubaron a 8, 12 y 24°C. Los resultados se muestran
en la Figura 1.2, indicando en verde las cepas consideradas con buena
capacidad a crecer a cada temperatura en funcion de la tasa de crecimiento (p)
y en rojo las que mostraron una u baja. De las tres temperaturas de incubacién,
donde se observaron diferencias mas significativas fue en la tasa de crecimiento
a 8 °C (Figura 1.2a). En dicha figura, se observa que la cepa control de S.
kudriavzevii (CR85) es la que presenta mayor p (0,048 h-') a 8°C. Las cepas con
menor J son los hibridos naturales VIN7 e IF6, que presentaron alrededor del
16% del valor obtenido para CR85. En el mismo grafico, observamos que los
hibridos SPG14-91 y CECT1990 mostraron el mayor valor de p a esta

temperatura.
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Figura 1.2. Tasa de crecimiento (h-') de hibridos S. cerevisiae x S. kudriavzevii, incluyendo las
cepas representativas S. cerevisiae (T73) y S. kudriavzevii (CR85), a8 °C (a), 12 °C (b) y

24 °C (c). Se muestra el promedio y la desviacién estandar de tres réplicas bioldgicas. Las cepas

cuyo comportamiento bajo estrés por frio fue bueno se indican en color verde, mientras que las

cepas malas se muestran en color rojo.
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Los resultados obtenidos a 12 °C y 24 °C se muestran en la Figura
1.2b y 1.2c, respectivamente. La Figura 1.2b muestra, que la cepa SPG441 es
la cepa con la mayor p a 12 °C y con un valor de 0,048 h-'. La cepa que mostro
una menor J fue el hibrido vinico HA1842, que también se encontraba entre las
cepas con peor crecimiento en el estudio por goteos. Solo el 8% de las cepas
alcanzaron valores superiores al 80% del valor maximo, y fueron los hibridos
W46 y CECT11004. Analizando los resultados a 24°C, cabe destacar que las
tasas de crecimiento alcanzadas (entre 0,24 a 0,47 h") fueron 10 veces mayores
que las obtenidas al crecer los hibridos a 8°C. A 24 °C, la cepa SPG172 mostré

la mayor tasa de crecimiento e IF6 la menor p.

Con los datos obtenidos del experimento anterior, ademas de calcular la
para cada cepa y a cada temperatura, también se calculé la fase de latencia (A).
En la Figura 1.3 se muestran los datos para las tres temperaturas estudiadas. La
Figura 1.3a muestra los valores de A a 8°C. En primer lugar, cabe destacar una
A muy baja, tanto para la cepa control de S. cerevisiae como de S. kudriavzevii,
comparando con los valores obtenidos para los hibridos, datos que sorprenden,
ya que esperabamos que los hibridos tuvieran una A mas corta que S. cerevisiae.
A 8 °C, el hibrido vinico AMH (es uno de los hibridos con menor genoma de S.
kudriavzevii, como se muestra en el siguiente apartado, y tardé mas tiempo en
crecer que el resto de los hibridos, indicando la peor adaptacion a crecer a 8°C,
tard6é aproximadamente 67 h (Figura 1.3a). Entre los hibridos que mostraron un
valor de A mas corto, también esta la cepa comercial VIN7 y HA1842,
Sorprendentemente, segun los datos obtenidos, una A mas corta no quiere decir
mejor crecimiento, ya que la cepa HA1842 se encontraba entre las cepas que no

crecian bien a 8°C en el experimento de goteo.
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Figura 1.3. La fase de latencia (h) de los hibridos naturales S. cerevisiae x S. kudriavzevii,
incluyendo a las cepas representativas S. cerevisiae (T73) y S. kudriavzevii (CR85), a 8°C (a),

12°C (b) y 24°C (c). Se muestra el promedio y la desviacion estandar de tres réplicas bioldgicas.

Las cepas seleccionadas como buenas se muestran en color verde y las cepas seleccionadas

como malas se muestran en color rojo.
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En la Figura 1.3b y 1.3c se muestran los valores de A obtenidos para el
crecimiento a 12 y 24 °C respectivamente. Las diferencias en valor de A entre las
cepas analizadas tienden a disminuir a medida que aumenta la temperatura. A
las temperaturas mas bajas 8 y 12 °C, los valores minimos de A fueron de
aproximadamente 9 h y el maximo estimado de A fue 67 h para 8 °C y 32 h para
12 °C. A 24 °C, VIN7 también fue una de las cepas con la A mas larga, mientras
que la cepa que mostro la A mas corta fue CR85. Respecto a los hibridos con
menor A estan las cepas SPG319, SPG14-91, CECT1103; incluso con un valor
A mas bajo que la cepa S. cerevisiae T73. Cabe destacar que las cepas que
mostraron menor A a 24°C, presentan la A mas larga a 8°C (SPG319 y SPG14-
91).

1.1.4 Contribuye el genoma de S. kudriavzevii en la adaptaciéon de los

hibridos a bajas temperaturas

Como se ha descrito en la introduccién, una de las ventajas de los hibridos
es la capacidad de crecer a bajas temperaturas. Esta caracteristica se ha
asociado al parental S. kudriavzevii, especie que estd muy bien adaptada a
crecer a bajas temperaturas. Por esto nos parecio interesante saber si el genoma

de S. kudriavzevii realmente tenia un papel importante en esta caracteristica.

1.1.5 Correlacion entre el contenido de genoma de los hibridos y la

adaptacion a crecer a bajas temperaturas.

Para determinar si el contenido del genoma de S. kudriavzevii en los
hibridos tiene influencia en su adaptacién a crecer a bajas temperaturas, se
estudiod la correlacion entre el porcentaje de contenido de S. kudriavzevii en los
hibridos y tres de los parametros obtenidos en el apartado anterior, tasa maxima
de crecimiento, fase de latencia y resistencia al frio, este ultimo dato corresponde
al crecimiento de la prueba de goteo. Estos analisis de correlacion se realizaron
mediante el test de Spearman vy utilizando un intervalo de confianza del 95%
utilizando el programa GraphPad Prism, version 5.0 para Windows (GraphPad

Software San Diego, California, EUA). El porcentaje del contenido de genoma de
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cada especie se muestra en la Tabla 1.1, datos obtenidos a partir de

publicaciones previas (Belloch et al., 2008; Erny et al., 2012; Peris et al., 2012a).

De todas estas comparaciones, observamos solo una correlacion
significativa (r=-0,5770, p = 0,0049) entre el porcentaje de contenido de
S. kudriavzevii y la fase de latencia a 8 °C (Figura 1.4), lo que confirma la
importante contribucion del genoma de S. kudriavzevii para el caracter criofilico

de los hibridos S. cerevisiae x S. kudriavzeuvii.
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Figura 1.4. Correlaciéon entre el porcentaje de S. kudriavzevii y la fase de adaptacion de los
hibridos a 8°C.

Por otro lado, y teniendo en cuenta los datos de un estudio previo (Peris
et al., 2018, 2012b), los hibridos S. cerevisiae x S. kudriavzevii se agrupan en
seis grupos de acuerdo a su origen genético, estos grupos se indican en la Tabla
1. En este apartado, también quisimos estudiar si hay algun tipo de correlacion
entre estos grupos genéticos y la capacidad de adaptarse a crecer a bajas
temperaturas. Para probar esto, realizamos un analisis de componentes
principales (PCA) con la tasa de crecimiento y los datos de fase de latencia a 8,
12 'y 24 °C. Los resultados se muestran en la Figura 1.5 indicando los grupos A,
B,C, D,Ey F de los hibridos. Tal y como se observa en dicha figura, no se observo
ninguna correlacion entre estos grupos y la capacidad de crecer en frio, excepto
para el grupo A. El analisis PCA mostr6 que las cepas genéticamente incluidas

en el Grupo A, las cuales fueron aisladas de las regiones de clima frio (Suiza y
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Bélgica) y caracterizadas por nosotros como las mejor adaptadas al estrés por
frio, también se agrupan en el presente analisis a la derecha del grafico (ver
Figura 1.5).

Los datos del contenido de genoma de la especie S. kudriavzevii en los
hibridos se obtuvieron de datos previos del grupo obtenidos mediante analisis de
GCH para S. kudriavzevii (Peris et al., 2018, 2012b). En la Tabla 1.1 se incluye
el porcentaje de genoma correspondiente a la especie S. kudriavzevii de cada
hibrido.
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Tabla 1.1 Porcentaje de genoma correspondiente a la especie S. kudriavzevii
de cada hibrido.

Grupo

% de de

Cepa Especie

S. kudriavzevii Origen

(a) (b)
HA 1835 Sc x Sk nd B
HA 1837 Sc x Sk nd B
HA 1841 Sc x Sk 95 B
HA 1842 Sc x Sk 100 B
VIN7 Sc x Sk 99 B
W27 Sc x Sk 100 A
W46 Sc x Sk 85 A
SPG 14-91 Sc x Sk 80 A
SPG 16-91 Sc x Sk 80 A
SPG 126 Sc x Sk 85 A
SPG 172 Sc x Sk 85 A
SPG 319 Sc x Sk 85 A
SPG 441 Sc x Sk. 82 A
AMH Sc x Sk 29 F
PB7 Sc x Sk 100 E
CECT 1388 Sc x Sk 98 C
CECT 1990 Sc x Sk 92 C
CECT 11002 Sc x Sk 60 C
CECT 11003 Sc x Sk 85 A
CECT 11004 Sc x Sk 85 A
CECT 11011 Sc x Sk 98 C
MR25 Sc x Sk 82 C
IF6 Sc x Sk 70 D

Sc: Saccharomyces cerevisiae; Sk: Saccharomyces kudriavzevii; nd: No determinado; -: no
aplica. 2 Composicion gendmica obtenida por analisis de RFLP (Peris et al., 2012a) e Hibridacion
Genomica Comparativa (CGH arrays) (Belloch et al., 2008; Erny et al., 2012; Peris et al., 2012c).
Los porcentajes fueron calculados usando la formula (S. kudriavzaeViinrid/S. kudriavzevii) * 100
relacionada con la longitud del tratamiento. 100% significa que el hibrido incluye al menos una
copia del genoma completo de S. kudriavzevii y 50 %, por ejemplo, significa que el hibrido ha
perdido la mitad del genoma S. kudriavzevii, reemplazado por alelos S. cerevisiae. b Clasificacion
asignada basada en el origen (Peris et al., 2012b).
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Figura 1.5 Analisis de componentes principales (PCA) de cepas hibridas de acuerdo a los datos
fisiologicos que se muestran en pequefio al margen izquierdo de la figura. Los datos de tasa de
crecimiento y la fase lag de las cepas hibridas S. cerevisiae x S. kudriavzevii, incluyendo las
cepas representativas S. cerevisiae (T73) y S. kudriavzevii (CR85). Ademas, se incluyo el
porcentaje del genoma de S. kudriavzevii (Tabla 1.1). El grupo de cepas con el mismo origen
(Grupos A a C) (Peris et al., 2012b) fueron encerrados por una linea elipsoide discontinua (90%
de significacion).

Los parametros que agruparon a estas levaduras es el valor de p al crecer
las levaduras a 8 °C (Figura 1.5). Sin embargo, las cepas en los grupos B, D, E
y F se encuentran a la izquierda del grafico, influenciadas por su fase de latencia
a 8 °C (ver Figura1.5).

También es interesante observar que la cepa de referencia de la especie
S. kudriavzevii CR85, se encuentra junto al Grupo A de hibridos y la cepa T73,

representante de S. cerevisiae se encuentra en el Grupo C.
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1.1.6 Expresion relativa de los genes NSR1, GPD1y GUT2 a baja

temperatura

Como se ha comentado previamente, se han descrito 3 genes (NSR1,
GPD1y GUT2) en la especie de S. kudriavzevii relacionados con la capacidad
de creer a bajas temperaturas. Para evaluar el impacto de los diferentes alelos
de S. cerevisiae y S. kudriavzevii en los hibridos sobre la capacidad de crecer a
bajas temperaturas, se ha estudiado la expresién del alelo S. cerevisiae y el alelo
de S. kudriavzevii en los hibrido durante el crecimiento a 12°C, en una seleccion
de hibridos, que incluia tanto cepas que crecian bien a bajas temperaturas
marcadas con verde (W46, CECT1990, SPG14-91 y SPG441), y las que
presentaban peor crecimiento en rojo (VIN7, CECT11011, AMH) y como control
de S. cerevisiae la cepa T73 y de S. kudriavzevii, la cepa CR85. En primer lugar,
se disefiaron cebadores especificos para dichos genes y para cada especie (ver
Material y Métodos, apartado 3), de manera que mediante analisis por qPCR se
pueda detectar si en dichas condiciones se expresa el alelo de la especie S.

cerevisiae o S. kudriavzevii.

En la Figura 1.6 se muestra la expresién relativa del alelo de S.
kudriavzevii respecto a la expresion del alelo de S. cerevisiae para los genes
NSR1, GPD1y GUT2. Los resultados mostraron en general que las cepas con
una p alta a 8 °C tenian una relacion Sk/Sc significativamente mayor que las
cepas con una baja y para todos los marcadores del gen de estrés por frio
(p<0,05, t-student).

Para NSR1, observamos que la relacion Sk/Sc fue mayor para la mayoria
de las cepas consideradas buenas (verde). Dicha relacién fue aproximadamente
el doble para las cepas que presentaban mejor tasa de crecimiento (u) tales
como SPG14-91, W46 y SPG441.
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Figura 1.6. Expresion relativa del alelo S. kudriavzevii de los genes NSR1, GUT2 y GPD1
relacionados al alelo S. cerevisiae en una levadura hibrida natural a 8°C. Se muestra el promedio
y la desviacion estandar de tres réplicas bioldgicas. Los datos de las cepas seleccionadas como
buenas fueron coloreados en verde y los datos de las cepas seleccionadas como malas fueron
coloreados en rojo.
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El resultado para la cepa VIN7 no se incluy6 en la Figura 1.6 porque el
alelo S. kudriavzevii no estaba presente en esta cepa hibrida. Las proporciones
de la expresion del gen GPD1 entre los alelos S. kudriavzevii y S. cerevisiae
obtenida en hibridos naturales también se muestran en la Figura 1.6. Para este
gen, se observa una relacion Sk/Sc de 6,12 para el hibrido CECT1990, y mayor
que para las cepas VIN7 y CECT11011 (2,85 y 2,90 respectivamente), estas dos
ultimas cepas presentan menor (u) a bajas temperaturas. No fue posible calcular
la relacion para las otras cepas debido a la ausencia de cualquiera de los alelos.
La relacién de la expresion relativa Sk/Sc de GUTZ2 indico que las cepas con una
menor J a 8 °C (AMH, VIN7 y CECT11011) tenian valores de 0,65, 0,72 y 1,30,
respectivamente e inferiores a CECT1990, que tiene una relacidon Sk/Sc de 4,34,
mas de tres veces el valor obtenido para CECT11011. Para las cepas que no se
muestra el valor, al igual que pasaba en los casos anteriores, es porque el alelo

para algun hibrido no estaba presente.

1.2 Conclusiones

En este capitulo estudiamos la capacidad de los hibridos naturales
S. cerevisiae x S. kudriavzevii para crecer a baja temperatura. Los resultados
mostraron diferencias significativas en la adaptacion a bajas temperaturas.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos mediante el crecimiento por goteo, las
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diferencias mas significativas se observaron en el crecimiento a 8°C, y los
hibridos se distribuyen en dos grupos. El grupo A, donde se encuentran todos
los hibridos vinicos excepto 2 cepas asiladas de Austria (HA 1835 y HA 1841),
donde ademas se incluye el control de la especie criotolerante de S. kudriavzevii
(CR85). En el grupo B, donde se localiza la cepa T73 que corresponde al control
de S. cerevisiae, se incluyen los hibridos con mayor problema para crecer a esta
temperatura y agrupa a la mayoria de los hibridos no aislados de vinos (cerveza,

aislado clinico y de suplemento dietético).

Respecto a los valores de y y A, al igual que pasa con goteos, los valores
que diferencian mejor a los hibridos son los de crecimiento a 8°C. La cepa control
de S. kudriavzevii (CR85) es la que presenta mayor p (0,048 h') a 8°C y las
cepas con menor u son los hibridos naturales VIN7 e IF6, mientras que los
hibridos SPG14-91 y CECT1990 mostraron el mayor valor de p a esta
temperatura. Las diferencias en el valor de A entre las cepas analizadas tienden
a disminuir a medida que aumenta la temperatura. A las temperaturas mas bajas
8y 12 °C. La cepa que mostré la A mas corta fue CR85, a pesar de que presenté
una mayor |, es decir la adaptacion a crecer a bajas temperaturas en esta
especie es debida a que presenta una menor fase de latencia. Los hibridos que
mostraron menor A estan son SPG319, SPG14-91, CECT1103.

Respecto a la relacion de la adaptacion a crecer a bajas temperaturas de
estos hibridos y la composicién del genoma, se ha observado una correlacién
significativa entre el porcentaje de contenido de S. kudriavzevii y la fase de
latencia a 8 °C, lo que confirma la importante contribucion del genoma de
S. kudriavzevii para el caracter criofilico de los hibridos S. cerevisiae x
S. kudriavzevii. Por otro lado, los resultados mostraron en general, que las cepas
con una [ alta a 8 °C tenian una relacion de expresién de los alelos de
S. kudriavzevii respecto a S. cerevisiae para los genes NSR1, GPD1y GUT2,
genes relacionados con la adaptacion a crecer en frio de la especie
S. kudriavzevii, significativamente mayor que las cepas con una baja y para

todos los marcadores del gen de estrés por frio.
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2. Microvinificaciones a baja temperatura usando hibridos

interespecificos naturales S. cerevisiae x S. kudriavzevii

Es bien sabido que las fermentaciones para producir bebidas alcohdlicas
como el vino, la cerveza y la sidra se llevan a cabo principalmente por
S. cerevisiae. Sin embargo, en las ultimas dos décadas, un intenso desarrollo
de las técnicas de biologia molecular y las tecnologias de secuenciacion de
ultima generacion han mejorado significativamente nuestra comprension de las
levaduras Saccharomyces. Hoy en dia sabemos que muchas de las cepas de
levadura que se han usado durante siglos han resultado ser hibridos
interespecificos (Peris et al., 2012; Krogerus et al., 2017; Pérez-Torrado et al.,
2017).

La combinacion de dos genomas con diferentes caracteristicas
genéticas puede ser ventajosa para la supervivencia en condiciones
desfavorables o para la colonizacién de nuevos nichos ambientales (Belloch
etal., 2008) mejorando la flexibilidad genética y promoviendo el cambio
adaptativo (Greig, 2002). En el caso del género Saccharomyces, uno de los
mecanismos mas interesantes observados en su adaptacion a los procesos
industriales es la formacién de hibridos interespecificos (de Barros Lopes et al.,
2002).

Como hemos descrito en la introduccion y en el capitulo anterior, se han
encontrado hibridos naturales de S. cerevisiae x S. kudriavzevii asociados a
procesos de fermentacion de zonas templadas de Europa, regiones de clima
oceanico y continental como Inglaterra, Bélgica, Alemania, Bretana francesa y
Alsacia en Francia, Suiza y Austria (Gonzalez etal., 2008). Los hibridos
S. cerevisiae x S. kudriavzevii exhiben buenas capacidades fermentativas a
bajas temperaturas y producen vinos con menores cantidades de alcohol y
mayores cantidades de glicerol, que pueden ser muy utiles para resolver
desafios en la industria vinicola, como la necesidad de mejorar el perfil del
aroma (Tronchoni et al., 2017). En el objetivo 1 nos hemos centrado en estudiar
las diferencias en la capacidad de crecer a bajas temperaturas de la mayoria
de los hibridos descritos y su correlacién con la expresion de algunos genes
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relacionados con la adaptacion a crecer a bajas temperaturas en
S. kudriavzevii como son NSR1, GPD1 and GUT2 y en este objetivo hemos
caracterizado enoldgicamente estos hibridos, incluyendo ademas un analisis de
metabolitos tipicos, como azucares residuales, glicerol y etanol y los aromas
producidos. Como se ha comentado anteriormente, nuestro grupo ha
caracterizado genéticamente estos hibridos (Belloch et al., 2009; Peris et al.,
2018, 2012). Por otro lado, y teniendo en cuenta los datos de un estudio previo,
los hibridos S. cerevisiae x S. kudriavzevii se agrupan en seis subgrupos de
acuerdo a su origen genético, estos grupos se indican en la Tabla 1.1 del
primer capitulo. En el capitulo 1 hemos estudiado y observado una correlacién
entre la fase A y estos grupos genéticos, asi como la capacidad de adaptarse a
crecer a bajas temperaturas, este agrupamiento ha sido claro para los hibridos
vinicos. En este capitulo hemos realizado el mismo estudio, pero con las

caracteristicas enologicas de estos hibridos.
2.1 Resultados

Se evalud la capacidad de fermentacion de los hibridos naturales
aislados de diferentes ambientes y regiones geograficas. La evaluacion se
realizd en condiciones que simularon la fermentacion vinica, en mosto sintético
a baja temperatura (12°C) y agitacidon controlada. S. cerevisiae T73 y
S. kudriavzevii CR85 fueron utilizadas como cepas de control. En la Tabla 2.1
se muestran los valores obtenidos para los parametros mas relevantes al final
de la fermentacién, incluyendo azucares reductores, alcohol, glicerol y acidos

organicos.
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Tabla 2.1. Parametros relativos a la curva de consumo de azUlcares de los hibridos
naturales.

Parametro
Cepa m Fase de adaptacion t95 t50
(gL'h") (horas) (horas) (horas)
CR85 0,35+0,00%¢ 84,57+6,51° 498,96+12,42°" | 85,07+6,51¢°
T73 0,31+0,012° 64,69+32,572¢ 573,3516,75" 65,212,657
SPG126 0,52+0,15%*¢ 39,58+0,824¢ 350,4+76,92%° | 40,09+0,82%°
AMH 0,31+0,00%° 75,87+17,78>¢ 558,92+16,389" | 76,37+17,8%¢
CECT1102 | 0,41+0,00%¢ 49,071,222 360,60+0,39%° | 49,55+1,213¢
IF6 0,56+0,00%¢ 60,71+4,20%¢ 303,05+2,08%° 61,2+4,2%°
SPG14-91 0,56+0,21b 29,79+4,102° 296,45+76,31%° | 30,29+4,113
SPG16-91 0,47+0,02%¢ 76,72+8,34> 387,67+1,33%F | 77,22+8,35%¢
SPG441 0,44+0,00%¢ 21,68+0,732 332,3242,632¢ | 22,17+0,73°2
MR25 0,36+0,02%¢ 51,98+0,822¢ 435,1816,91°" | 52,47+0,81%°

CECT11003 | 0,46+0,11%* 38,09+1,44%° 382,35+72,77%° | 38,6+1,11%¢
CECT1104 | 0,37+0,02%¢ 63,04+16,112¢ 472,00£30,41%" | 63,54+16,1°
W46 0,56+0,05%¢ 30,32+3,65%° 287,38+11,06%° | 30,82+3,662°
SPG172 0,61+0,10%¢ 31,247,302 284,51+34,55%° | 31,75+7,32
SPG319 0,50+0,06%*¢ 44,64+5,08 %1 340,62+31,622¢ | 45,14+5,08%¢
CECT1990 | 0,43+0,01%° 58,72+4,10%¢ 365,93+13,25%¢ | 59,21+4,1%°

HA1841 0,63+0,01° 43,51+2,90%¢ 266,02+4,732 | 44,01+2,89%¢
CECT1388 | 0,280,012 53,0415,62¢ 571,78+17,55" | 53,5415,62
CECT11011 | 0,38+0,00%° 30,91+1,41aP 382,58+6,99%¢ | 31,41+1,412°
VIN7 0,53+0,01%* 130,94+21,67° 420,56+48,94>9 | 131,45+21,67f
HA1842 0,48+0,04% 50,29+8,19 352,55+24,30*° | 50,79+8,19%°
w27 0,60+0,01¢* 36,95+2,18%° 276,13+0,062° | 37,45+2,18%°
PB7 0,32+0,00%° 70,08+16,78% 534,97+12,08" | 70,58+16,8>°
HA1835 0,52+0,06%¢ 92,17+0,13%¢ 390,53+27,17%" | 92,68+0,13°f
HA1837 0,45+0,02%¢ 53,532,382 383,96+29,02%° | 54,03+2,38%°

Las letras en superindice indican el grupo homogéneo significativo obtenido por analisis
ANOVA de una via (Prueba de Tukey, n=2, p-valor<0,05).

2.1.1 Consumo de azicares totales

Tal y como se puede observar en la Tabla 2.1, todas las cepas, a
excepcion de S. cerevisiae T73, consumieron el 100% de los azucares

presentes en el mosto sintético.
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Tabla 2.2 Concentraciones de los principales metabolitos al final de la

fermentacion.
Metabolito
Cepa ; "
Glucosa| Fructosa Glicerol Etanol Acético

CR85 0 0 7,01+0,13¢ | 11,39+0,05>° | 982,86+13,18'"
T73 0 1,00+0,09 |4,62+0,012° | 11,73+0,05%° | 912,84+48,189M
SPG126 0 0 4,55+0,242 | 11,76+0,19°¢ | 744,86+10,66°°
AMH 0 0 4,39+0,042 | 12,03+0,05°¢ | 834,69+35,50%"
CECT1102 0 0 5,04£0,012° | 11,97+0,09°¢ | 764,66+1,69"f
IF6 0 0 4,92+0,08%° | 11,95+0,03>°¢ | 761,88+29,85f
SPG14-91 0 0 4,44+0,152 | 11,9+0,07°° | 568,96+22,712
SPG16-91 0 0 4,24+0,052 | 11,81+0,03%¢ | 720,55+0,42f
SPG441 0 0 4,36+0,03? | 12,05+£0,01°¢| 758,18+4,89""
MR25 0 0 5,68+0,04%° | 11,74+0,12>° | 1075,97+57,81%
CECT11003 0 0 4,09+0,3% | 11,79+0,09°¢ | 669,17+33,272°
CECT1104 0 0 4,52+0,082 | 11,95+0,145¢ | 784,84+17 42"
W46 0 0 4,95+0,042° | 11,75+0,68°° 747+9,36"°
SPG172 0 0 4,85+0,24%¢ | 11,82+0,12°°¢ | 685,93+24,39%°
SPG319 0 0 4,43+0,02 | 12,11+0,01¢ | 798,65+5,61°9
CECT1990 0 0 5,09+0,29%° | 12,17+0,28° | 790,87+37,65"9
HA1841 0 0 4,81+0,062° | 11,98+0,06"° | 850,54+64,62°"
CECT1388 0 0 4,07+0,032 | 11,83+0,12°¢ | 724,12+28,12>
CECT11011 0 0 5,12+0,072° | 11,9940,04">¢ | 1100,11+8,64/*
VIN7 0 0 7,27+2,92° | 11,78+0,05°°¢| 1111,74+36,26¢
HA1842 0 0 4,33+0,112 | 12,05+0,025¢ | 872,19+11,61"
W27 0 0 4,33+0,012 | 11,05+0,06* | 675,67+0,28%°
PB7 0 0 5,26+0,15%°| 11,96+0,03%¢ | 1138,32+24,93k
HA1835 0 0 4,41+0,44° | 11,67+0,21%°| 945,07+17,06M
HA1837 0 0 4,71+0,102° | 12,08+0,09°°¢ | 940,00+42,84"

Las letras en superindice indican el grupo homogéneo significativo obtenido por analisis
ANOVA de una via (Prueba de Tukey, n=2, p-valor<0,05).

En la Figura 2.1 se representan graficamente el consumo de azucares,

agrupando los hibridos en funcién de su region y tipo de fermentacién de

aislamiento (vino, cerveza u origen no alcohdlico), con la finalidad de poder

visualizar mejor las diferencias. Todos los hibridos pudieron fermentar bien a

bajas temperaturas, como hemos comentado anteriormente, pero también

incluso los hibridos aislados de cervezas o de pacientes de hospital y de un

suplemento nutricional, estos ultimos de ambientes no alcohdlicos. Analizando

con mas detalle dicha figura, se puede observar que los hibridos vinicos

presentan un tiempo de latencia mas corto, lo que indican una mejor

104




Capitulo 2

adaptacion a las condiciones de crecimiento ensayadas, como era de esperar,

datos que analizamos a continuaciéon con mas detalle.
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Figura 2.1. Cinéticas de consumo de azucares de S. cerevisiae T73(a), S. kudriavzevii CR85(a)
y 23 hibridos naturales provenientes de diferentes ambientes y de distintas regiones del
mundo. Vino austriaco (b), Cerveza belga (c), Vino suizo (d y e), Cerveza alemana, inglesa y
neozelandesa (f), Vino aleman, sudafricano y espafiol (g), Origen no alcohdlico (h).
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2.1.2 Tiempo requerido para consumir el 50% de azucares totales

Teniendo en cuenta el tiempo en consumir el 50% de los azucares, es
posible analizar las cepas que se adaptan mejor a iniciar la fermentacion y
tienen una fase de latencia mas corta. En primer lugar, cabe destacar que los
hibridos fueron los primeros en consumir el 50% de azucares presentes en el
mosto sintético comparando con las cepas control de S. cerevisiae (T73) como
representante de una levadura vinica y CR85 de S. kudriavzevii, como

representante de una especie mejor adaptada a crecer a bajas temperaturas.

En la Figura 2.5. se muestra de forma grafica el tiempo en consumir el
50% de los azucares, indicando en verde los hibridos mas rapidos en iniciar la
fermentacién y en rojo los que necesitaron mas tiempo. Tal y como se observa
en dicha Figura, el hibrido SPG441 fue el primero en consumir de 50% de
azucares, seguido de SPG14-91, W46, CECT11011 y SPG172, todos estos
hibridos vinicos fueron aislados de la misma region geografica, excepto la cepa
CECT11011, aislada de cerveza. Las cepas que presentaron mas problemas
para iniciar la fermentacion son PB7, AMH, SPG16-91, HA1835, VIN7 que se
agrupan junto a S. kudriavzevii y muy proximos al control de S. cerevisiae. En
este grupo todas las cepas son de origen vinico y los hibridos cerveceros se

situan entre ambos grupos.
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Figura 2.2 Tiempo transcurrido para el consumo del 50% de los azlcares presentes en el
mosto sintético (t50) por S. cerevisiae T73, S. kudriavzevii CR85 y 23 hibridos naturales en
mosto sintético a 12°C.
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2.1.3 Tiempo requerido para consumir el 95% de azucares totales

En este apartado analizamos el tiempo en consumir el 95% de los
azucares, es decir el tiempo necesario para considerar acabada la
fermentacién. La fermentacién realizada por la cepa control de S.
cerevisiae T73 se completd después de 570 horas, es decir aproximadamente
24 dias, mientras que la cepa de S. kudriavzevii CR85 requirié en promedio un
tiempo de 500 horas, es decir, necesité aproximadamente 21 dias para finalizar
la fermentacion. Al igual que hemos realizado en el aparatado anterior, en la
Figura 2.6. se muestra de forma gréfica el tiempo en consumir el 95% de los
azucares, indicando en verde los hibridos mas rapidos en acabar la
fermentacidon y en rojo los que necesitan mas tiempo en acabar la
fermentacion. Las cepas mas rapidas fueron HA1841, W27, SPG172, W46 y
SPG14-91, todas de origen vinico y de la misma region de aislamiento, Suiza,
excepto la cepa HA1841 que es austriaca. Resulta interesante indicar que
todas las cepas suizas también fueron las mas rapidas en consumir el 50% de
los azucares (Figura 2.2). Entre los hibridos que tardaron mas en acabar la
fermentacién se encuentran los hibridos vinicos PB7 (de Ledn) y AMH (de
Alemania), asi como los cerveceros CECT1104 y CECT1388, el aislado clinico
MR25 y los dos controles, T73 y CR85. En este caso, no se observa una
relacion clara entre los hibridos con mayor tiempo del 50% del consumo de
azucares y mas tiempo en acabar la fermentacion, esto solo ocurre con los
hibridos vinicos PB7 y AMH. Cabe destacar que el hibrido AMH, es un hibrido
tetraploide con el menor contenido en su genoma de la especie S. kudriavzevii,
tal como indicamos en el capitulo 1, y que PB7 también es un hibrido

tetraploide, que ademas pertenece a un linaje unico, distinto a los demas.
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Figura 2.3. Tiempo transcurrido para el consumo del 95% de los azucares presentes en el
mosto sintético (195) por S. cerevisiae T73, S. kudriavzevii CR85 y 23 hibridos naturales en
mosto sintético a 12°C.

2.1.4 Tasa maxima de consumo de azucares

En la Figura 2.2. se indican en color verde las cepas con las tasas de
consumo de azucares (m) mas altas y en color rojo, aquellas cepas que
mostraron los valores mas bajos para este parametro. De acuerdo con nuestros
resultados, las cepas mas rapidas fueron los hibridos con origen vinico
HA1841, SPG172 y W27 con valores de m iguales a 0,635, 0,609 y 0,596 g L'
h-', respectivamente. La cepa mas lenta fue la cepa aislada de cerveza,
CECT1388 con una tasa maxima de consumo de azucares promedio de 0,28 g
L' h-'. Sin embargo, se puede observar que las cepas S. cerevisiae T73 y
S. kudriavzevii CR85 se encuentran entre las cepas con la menor tasa maxima
de consumo de azucares, junto a los hibridos AMH y PB7, los cuales también
fueron aisladas de ambientes vinicos, por lo que no puede establecerse una
clara relacion entre la fuente de aislamiento y el comportamiento de este
parametro, aunque como ya se ha indicado antes, estos dos ultimos hibridos
son tetraploides y singulares.

La tasa maxima de consumo de azucar (m) fue 2,29 veces mayor para la
cepa mas rapida (HA1841) que para la cepa mas lenta (CECT1388). Las cepas
aisladas de ambientes no relacionados con fermentaciones de bebidas
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alcohdlicas MR25 e IF6 presentan valores de 0,36 y 0,50 g L' h”

respectivamente.
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Figura 2.4. Tasa maxima de consumo de azucares (m) de S. cerevisiae T73, S. kudriavzevii
CR85 y 23 hibridos naturales en mosto sintético a 12°C.

2.1.5 Fase de adaptacion

En lo que respecta a este parametro, conocido como fase de latencia o
de adaptacion (M), nuestros resultados indican que A fue mas corta para la
mayoria de los hibridos naturales que para las cepas S. cerevisiae T73 y
S. kudriavzevii CR85. En promedio, la fase de adaptacion para S. kudriavzevii
CR85 fue de 84.5 horas, mientras que el tiempo de adaptacion promedio para
el hibrido SPG441 fue de 21,7 horas, es decir, 3.89 veces mayor para la cepa
de referencia que para el hibrido natural. En la Figura 2.3 se puede observar
los resultados coloreados en verde para aquellas cepas con los valores mas
bajos para este parametro, mientras que se muestran en rojo aquellas cepas

que mostraron los valores mas altos para la fase de adaptacion.
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Figura 2.5. Fase de adaptacién (A) de S. cerevisiae T73, S. kudriavzevii CR85 y 23 hibridos
naturales en mosto sintético a 12°C.

2.1.6 Produccion de metabolitos

Las concentraciones de glucosa, fructosa, glicerol y etanol se midieron
por HPLC tal y como hemos descrito en el apartado 13 de Material y Métodos.
Los resultados se muestran en la Tabla 2. En primer lugar, cabe destacar la
produccion de glicerol respecto al parental S. cerevisiae, al contrario de lo
esperado, no se observan diferencias significativas excepto para el hibrido
natural VIN 7 que produjo una concentracion de glicerol de 7,3 g L™, incluso
mayor que el control de S. kudriavzevii (CR85) que produjo 7,0 g L™, siendo
ambas cepas de mayor sintesis de glicerol (en verde). El resto de las cepas
produjeron cantidades menores con concentraciones desde 4,1 g L-! hasta 5,7
g L', cuyas diferencias no son estadisticamente significativas. El control de S.
cerevisiae T73 produjo alrededor de 4,6 g L' de glicerol, una produccion

intermedia.
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Figura 2.6. Produccion de glicerol por S. cerevisiae T73, S. kudriavzevii CR85 y 23 hibridos
naturales en mosto sintético a 12°C.

Otro parametro importante en el caso de los hibridos es el rendimiento
en etanol, ya que tal y como hemos descrito en la introduccion, una de las
caracteristicas de fermentar con la especie S. kudriavzevii es el menor
rendimiento en etanol respecto a S. cerevisiae. Tal y como se observa en la
Figura 2.7, no se encontraron diferencias significativas en el contenido de
etanol producido por las cepas analizadas, excepto para el hibrido W27 y el
control de S. kudriavzevii (CR85), que ademas fueron las que mostraron menor

rendimiento produciendo 11,04% y 11,39% de etanol, respectivamente.
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Figura 2.7. Produccién de etanol por S. cerevisiae T73, S. kudriavzevii CR85 y 23 hibridos
naturales en mosto sintético a 12°C.
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2.1.7 Produccion de aromas

Otro de los parametros de interés en una vinificacion son los aromas, en
este apartado hemos estudiado las diferencias en la sintesis de aromas
producidos entre los diferentes hibridos, centrandonos en alcoholes superiores
y ésteres. Se tomaron muestras la final de la fermentacién y se analizaron por
cromatografia de gases tal y como esta descrito en material y métodos.

En la Tabla 2.3 se muestran los resultados, indicando en negrita los
compuestos para los que se observan diferencias significativas. En dicha tabla
se observa que la cepa CECT 11002 es la cepa que produce mayor
concentracion de acetato de isoamilo (aroma a banana y pera), acetato de 2
fenil-etanol (aroma a fruta y flores) y de 2 fenil alcohol (aroma a flores y mas
particularmente a rosas). El hibrido clinico destaca por la produccion de acetato
de isobutanol (aroma en exceso no deseado, recuerda a hidrocarburos),
SPG172 por la produccion de hexanoato de etilo (manzana); SPG319 por la
produccion de isobutanol y alcohol isoamilico (esmalte), ambos no deseados y
HA1841 por la produccion de acetato de etilo (no deseado, pegamento). Con el
resto de los compuestos y cepas no se observan diferencias significativas.

Por otro lado, consideramos la produccion de alcoholes superiores y ésteres en
global, en este caso se observo que la cepa que produce mayor concentracion
de alcoholes superiores fue SPG319, pero debido a que produce altas
concentraciones de dos alcoholes no deseados como son isobutanol y alcohol
isoamilico. Respecto a la produccion de ésteres, es la cepa HA1841, pero al
igual que en el caso anterior, por producir un aroma no deseado, acetato de
etilo.

Teniendo en cuenta todos los datos los hibridos que muestra diferencias
significativas en la sintesis de aromas que contribuyen positivamente en el
aroma global del vino son, CECT 11002 por producir acetato de isoamilo,
acetato de 2 fenil-etanol y de 2 fenil alcohol y SPG172 por la produccion de
hexanoato de etilo. No se ha observado una correlacion entre el perfil
aromatico y el origen cervecero o vinico, ya que de las dos cepas que muestran
diferencias significativas, el primero corresponde a un aislado cervecero y el

segundo vinico.
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Tabla 2.4 Umbral de Percepcion y Valor de la Actividad Aromatica (OAV) de los compuestos aromaticos al final de la
fermentacion.

Umbral .n_.m Etil acetato | Isobutil acetato | Isobutanol | Isoamil acetato >_oo_“.w_ Etil hexanoato 2-Fenlletil >_oo._._.o_ 2-Fenil etanol
percepcion Isoamilico acetato bencilico
(mg L) 7.5 1.6 40 0.03 30 0.05 0.25 200 12
Valores de la Actividad Aromatica (OAV

CECT11002 nd 0.38 | 0068 | |
CECT11004 013 | | 096 | 0079 | |
W46 nd | | 0074 | |
CR85 005 04 | 0070 | |
MR25 n . | 0073 | |
IF6 0.080 |

AMH O 0.089 | |
w27 | 0079 | |
CECT11003 | 0.068 | |
CECT1990 | 0081 | |
CECT1388 | 0070 | |
CECT11011 | 0090 | |
PB7 05 | 0072 | |
VIN? | 0056 | |
SPG126 | 0086 | |
173 05 | 0051 | |
SPG172 0.15 | 0.069 | |
HA1842 0.11 | 0.085 |

SPG319 0.09 | 0090 | |
HA1841 0.14 | 0063 | |
SPG16-91 0.05 | 0084 | |
HA1837 0.08 | 0.065 | |
HA1835 0.09 | 0.039 | |
SPG14-91 0.27 | 0045 | |
SPG441 0.16 | 0.095 | |
Azul claro= OAV<1, Azul oscuro= OAV>1, Valores en negrita= Valor mas alto, nd= no detectado por el cromatégrafo de gases.
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2.2 Conclusiones

En este capitulo nos hemos centrado en caracterizar enolégicamente los hibridos
entre las especies S. cerevisiae y S. kudriavzevii, analizando al final de la fermentacion
azucares residuales, glicerol, etanol y los aromas producidos. En primer lugar, cabe
destacar que los hibridos fueron los primeros en consumir el 50% de azucares presentes
en el mosto sintético comparando con las cepas control de S. cerevisiae (T73) como
representante de una levadura vinica y CR85 de S. kudriavzevii, como representante de
una especie mejor adaptada a crecer a bajas temperaturas. Entre los hibridos vinicos que
tardaron mas en acabar la fermentacion se encuentran un hibrido aislado del norte de
Espafa (Ledn) y que se caracteriza por ser tetraploide, PB7 y el hibrido AMH (de
Alemania), que es de todos los hibridos el que tiene menor contenido de la especie S.

kudriavzevii.

Respecto a la tasa de consumo de azucares, hemos observado que la cepa mas
lenta fue la cepa aislada de cerveza, CECT1388 con una tasa maxima de consumo de
azucares promedio de 0,28 g L' h"'. Cabe destacar que las cepas S. cerevisiae T73 y
S. kudriavzevii CR85 se encuentran entre las cepas con la menor tasa maxima de
consumo de azucares, junto a los hibridos AMH y PB7. Al igual que en el caso anterior, no
se puede establecerse una relacion entre la fuente de aislamiento y el comportamiento de
este parametro, ya que encontramos con tasas de consumo de azucares bajas, tanto
cepas cerveceras como vinicas, aunque cabe destacar que las dos cepas vinicas con
bajas tasas de consumo presentan caracteristicas especiales como hemos indicado

anteriormente.

En lo que respecta a la fase de latencia (M), nuestros resultados muestran una fase
de latencia mas corta para la mayoria de los hibridos naturales que para las cepas
S. cerevisiae T73 y S. kudriavzevii CR85, indicando una mejor adaptacion a fermentar a

bajas temperaturas.
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Capitulo 3

3. Construccién y evolucién de hibridos artificiales

entre las especies S. cerevisiae y S. kudriavzevii

Durante los ultimos afios, se ha descrito la importancia de la hibridacion
interespecifica en las especies del género Saccharomyces como un
mecanismo de adaptacion a diferentes procesos industriales. Nuestro grupo de
trabajo describio por primera vez la presencia de cepas vinicas que
correspondian a hibridos entre las especies S. cerevisiae y S. kudriavzevii
(Lopandic et al., 2007; Gonzalez et al., 2008, 2006; Belloch et al., 2009; Peris
et al.,, 2012a, 2012b). La caracterizacion enolégica de varias de estas cepas
vinicas hibridas muestra que han adquirido de S. cerevisiae la tolerancia al
etanol y la alta capacidad fermentativa (Belloch et al., 2008; Arroyo-Lopez
etal., 2010, 2009), y de S. kudriavzevii la adaptacion a condiciones de
crecimiento a bajas temperaturas (Arroyo-Lépez et al., 2009; Salvado et al.,
2011).

Una aplicacion, que se ha derivado del estudio de los hibridos naturales
presentes en fermentaciones, ha sido la obtencion de nuevas cepas hibridas
artificiales (Pérez-Través etal., 2015, 2012) entre especies del género
Saccharomyces, que nos permite responder a algunas de las exigencias
actuales de las bodegas, sin necesidad de recurrir a organismos modificados
genéticamente. Algunos ejemplos descritos en la bibliografia corresponden a
hibridos intraespecificos de S. cerevisiae, que mejoraron las propiedades
enologicas de cepas comerciales de S. cerevisiae, mostrando una buena
capacidad fermentativa y una elevada produccion de manoproteinas (Pérez-
Través etal.,, 2015). En el caso de los hibridos interespecificos entre
S. cerevisiae y S. kudriavzevii (Pérez-Través etal., 2012), la hibridacién
artificial nos ha permitido obtener levaduras con buena capacidad fermentativa,
que incrementan la concentracion de manoproteinas y de glicerol en vinos,
ademas de reducir la concentracion de etanol producida o incluso entre cepas
de S. cerevisiae y S. uvarum para mejorar la tolerancia a fermentar a bajas

temperaturas o incrementar la fraccion aromatica (Origone et al., 2018).

119



Capitulo 3

Pérez-Través et al.,, (2012), han estudiado diferentes aproximaciones
para la obtencion de hibridos artificiales, siendo la técnica de “rare-mating” o el
cruce espora-espora las que mostraron los mejores resultados. En el caso de
los hibridos obtenidos por ‘rare-mating’ entre células diploides de cada
parental, la estabilizacion se alcanza con una dotacion gendmica préxima a la
alodiploidia, con una copia del genoma de cada parental, mientras que los
hibridos naturales estudiados son mayoritariamente alotriploides y algunos
alotetraploides (Belloch et al., 2009; Peris et al., 2018, 2012a). Pérez-Través
et al., (2014) estudiaron el proceso de estabilizacién de los hibridos artificiales,
ya que, si la finalidad es su aplicacion a nivel industrial, es necesario la
comercializaciéon de hibridos estables genéticamente que aseguren las
propiedades fisiolégicas e industriales deseadas. En dicho estudio, los autores
propusieron un proceso de estabilizacion, pensando en su aplicacion en
enologia, que consistia en diferentes pases usando mosto y en condiciones

similares a las que se dan en una fermentacién vinica en bodega.

Como se ha comentado anteriormente, la ventaja de los hibridos es su
capacidad de crecer en condiciones de estrés mas fluctuantes debido a la
adquisicién de las propiedades de ambos parentales (Belloch et al., 2008). Asi,
por ejemplo, en el caso de hibridos S. cerevisiae y S. kudriavzevii, los hibridos
tienen la capacidad de crecer a bajas temperaturas (S. kudriavzevii) y la
tolerancia a crecer en concentraciones altas de etanol, caracteristica tipica de
S. cerevisiae ya que las cepas de S. kudriavzevii son muy poco tolerantes al
etanol (Belloch et al., 2008). Por lo tanto, en el presente capitulo decidimos
estudiar con mas detalle diferentes procesos de estabilizacién de los hibridos
en diferentes condiciones. De este modo, estudiamos la estabilizacién en
presencia de etanol, y la estabilizacién creciendo a bajas temperaturas con la
finalidad de poder analizar si estas condiciones favorecian la dominancia de

una u otra parte del genoma.

En experimentos anteriores, tal y como hemos comentado
anteriormente, se utilizaron mutantes auxotrofos espontaneos para la seleccion
de hibridos porque se pretendia desarrollar cepas que no fuesen GMOs. Sin

embargo, en experiencias de evolucion experimental la presencia de alelos
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nulos puede suponer una restriccion a la pérdida del alelo silvestre que lo
complementa, por lo que en el presente trabajo los nuevos hibridos se
seleccionaron utilizando marcadores de resistencia a antibioticos localizados en
plasmidos. Una vez obtenidos los hibridos por seleccion frente a antibiéticos,
se forzo la pérdida de los plasmidos por crecimiento en ausencia de los
agentes selectivos, de este modo los hibridos resultantes no contendran DNA
exdgeno, lo que evita que se consideren GMOs, y a la vez resulten utiles para
las experiencias de evolucion durante la estabilizacion genética ya que, de este
modo, se obtienen hibridos de partida con ambos genomas de los parentales
sin mutaciones marcadoras. Los hibridos asi obtenidos, se estabilizaron en
condiciones de estrés por presencia de etanol en el medio (GPY adicionado
con 10% de etanol) y de estrés por baja temperatura (creciendo a 12°C). Como
control, también se estabiliz6 en condiciones sin ningun tipo de estrés
(crecimiento en GPY a 25°C). La comprobacion de los hibridos y la
estabilizacién se realizaron mediante diferentes marcadores moleculares y por
citometria de flujo y, una vez estables, se realiz6 una caracterizaciéon

fisiolégica. y enoldgica. A continuacion, se muestran los resultados.
3.1. Resultados

3.1.1 Seleccion de los marcadores de hibridacion de las cepas

parentales

Los criterios utilizados para la seleccion de marcadores son la obtencion
de una alta eficiencia en la transformacién y la fiabilidad de seleccionar
transformantes verdaderos. En el presente trabajo, los parentales se
transformaron con plasmidos portadores de genes de resistencia a distintos
antibidticos (G418 e higromicina B, respectivamente), los hibridos se
seleccionaron por doble resistencia a estos antibiéticos (ver secciones 4 y 5 de
Material y Métodos). Usando dichos marcadores de seleccidn, se obtuvieron
clones resistentes a higromicina para la cepa T73 de la especie S. cerevisiae 'y
resistentes a G418 para la cepa CR85 de S. kudriavzevii. Estos transformantes

fueron usados en la construccién del hibrido Sct73xSkcrss.
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3.1.2. Construccion y caracterizacion del hibrido

Las cepas T73 y CR85, cada una con un plasmido de resistencia a un
antibiotico distinto, se crecieron una noche a 25°C en 25mL de GPY con el
antibidtico correspondiente. Las células se recogieron y se lavaron y
resuspendieron en agua destilada, siguiendo la metodologia descrita por
Pérez-Través et al., (2012). Los dos precultivos se mezclaron en medio GPY
sin antibidticos y 500ul de la mezcla se inocularon en 5mL de GPY y se
crecieron a 25°C. Al cabo de 3, 5, 7 y 10 dias se pas6 una alicuota a placas
con GPY solido adicionado con los dos antibidticos. Tras 4-7 dias se
resembraron las colonias de nuevo en GPY solido con ambos antibiéticos. En
total se obtuvieron 64 colonias hibridas putativas. De estas 64 colonias, 10
fueron aisladas al azar y se confirmd la naturaleza hibrida mediante
amplificacion por PCR de los genes BRE5 y PPR1 y posterior digestion con
enzimas de restriccion mediante la metodologia descrita por Gonzalez et al.,
(2006). En la Figura 3.1 se muestran los resultados obtenidos para los
parentales T73 y CR8, y en la Figura 3.2 se muestra uno de los hibridos a

modo de ejemplo.

Figura 3.1. Patron de restriccion obtenido para los parentales S. cerevisiae y S.
kudriavzevii con el enzima Haelll para el gen BRE5 y PPR1. M=Marcador molecular,

1=BRES5/CR85, 2=BRES5/T73, 3=PPR1/CR85, 4=PPR1/T73 .
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Figura 3.2. Patrén de restriccion obtenido para el hibrido a modo de ejemplo con el enzima
Haelll para el gen BRE5 y PPR1. M= Marcador molecular, asterisco rojo= S.
cerevisiae, asterisco azul= S. kudriavzevii.

Tal y como se puede observar al comparar los resultados de estas dos
figuras, se confirma la naturaleza hibrida para aquellas colonias que presentan
los patrones de restriccion de ambos parentales. Se confirmé mediante esta

aproximacion que las 10 colonias resultaron ser hibridos Scr73xSkcrss.

De estos 10 hibridos se seleccion6é una colonia al azar para iniciar la

estabilizacion.

3.1.3. Caracterizacion genémica de los hibridos estabilizados bajo
diferentes condiciones de estrés

Para el proceso de estabilizacién se partié del glicerinado original para
evitar pérdidas o variaciones del genoma antes de iniciar el proceso de

estabilizacién. Los experimentos de estabilizacién genética se realizaron bajo
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tres distintas condiciones de estrés, partiendo de una unica colonia para las
tres condiciones de estabilizacién. Los estreses realizados fueron crecimiento
en presencia de 10% de etanol, y crecimiento a 12°C, mientras que el hibrido
creciendo en GPY a 25°Cse utiliz6 como control. En el apartado 7 de Material y
Métodos se muestra un esquema del proceso de estabilizacion. Una colonia
hibrida de partida se crecié por triplicado en GPY en las tres condiciones de
estrés (total 9 lineas hibridas) durante 7-10 dias, al cabo de los cuales se
sembro una alicuota en placa en la correspondiente condicion de estrés. Las
tres colonias mayores, indicativo de crecimiento mas rapido en las condiciones
de estrés, se seleccionaron para inocular el siguiente cultivo liquido, para
repetir el proceso durante un total de 16 rondas. En paralelo, se sometieron las
cepas parentales al mismo proceso de evolucién experimental (9 lineas puras
de cada parental). Al final de cada cultivo liquido se tomaron muestras, se
recogieron las células y se congelaron. En cada evolucién se han tomado
muestras para comprobar la estabilizacion gendémica. En la Tabla 3.1 se
muestran (a modo de ejemplo) los datos de ploidia para los pases 4 y 16 de
una de las lineas de evolucion, asi como la ploidia de los parentales y del

hibrido inicial antes de someterlo al proceso evolutivo.

Resulta interesante destacar de los datos que se muestran en esta tabla,
que los hibridos tras la estabilizacién (pase 16), tienen practicamente la misma

ploidia que el hibrido original (préximo a 3n) y mayor que los parentales.

Tabla 3.1. Resultados de ploidia de el hibrido artificial sin evolucionar (hibrido
inicial), hibridos de los pases 4 y 16 en las tres condiciones de evolucion
(e=10% de etanol en el medio, h=GPY a 25°C y f=GPY a 12°C), ademas de las
cepas parentales (S. cerevisiae T73 y S. kudriavzevii CR85).

Cepa Ploidia | Cepa Ploidia | Cepa Ploidia

S. cerevisiae T73 | 2,2261 | S. kudriavzevii CR85 | 2,1602 | Hibrido inicial | 3,2251

4CK2h 3,19000 | 4CK3f 3,2317 |4CK1e 3,2547

16CK3h 3,2322 | 16CK3f 3,2018 | 16CK3e 3,2946

Para estudiar la estabilizacion también se ha realizado una
caracterizacion molecular analizando los patrones de elementos delta (Legras y
Karst 2003), de restriccion del mtDNA (Querol et al., 1992) y de restriccion de
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regiones del genoma nuclear (Gonzalez et al., 2008) del cultivo. En primer
lugar, comprobamos la naturaleza hibrida usando genes marcadores de todos
los cromosomas, un total de 35 genes, siguiendo la metodologia descrita por
Gonzalez et al., (2008). De los 9 hibridos obtenidos en el pase 9 (3 por cada
linea y por cada estrés) todos dieron el mismo patron y se muestra en la Tabla
3.2. Al final de la estabilizacion, en el pase 16 se realiz6 la misma
caracterizacion y se obtuvo el mismo patrén para todos los hibridos que el
obtenido para los hibridos del pase 9 y que se incluye en la Tabla 3.2,
confirmandose la naturaleza hibrida. En la mayoria de los casos se observo
una copia de cada parental, con algunas excepciones. En el cromosoma | se
observa, con el gen CYC3 los dos parentales (CK); sin embargo, con el gen
BUD14 solo se identificd el patrén de S. cerevisiae (C), indicando que ha
habido una recombinacion de manera que una parte del cromosoma tiene la
secuencia de S. cerevisiae y otra parte de S. kudriavzevii. Otro dato interesante
corresponde a los cromosomas V y Xlll donde se obtuvieron bandas no
observadas en los parentales, indicando cambios en su genoma a lo largo de la

evolucion.
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Tabla 3.2. RFLPs de los hibridos evolucionados bajo las tres condiciones de
estrés correspondientes a la etapa 9 del proceso de evolucion.

Enzima

Cromosoma | Gen de Patron Observaciones
Restriccion (a)
| cYC3 Hinfl CK Un cromosogz solo C, otro
BUD14 Taql C
Scril C
OPYI Taq K
Mspl CK
. APMS3 Hinfl CK
Hinfl K
PRCT ™ 450700 C
I KIN82 Hinfl CK
MRC1 Mspl CK
EUG1 Haelll CK
Cfol CK
v RPN4 Msp| CK
UGAS3 Hinfl CK
Se observa una banda de
120 pb que no aparece en
MET6 Hinfl CK el patrén de los parentales y
\% no corresponde a una
digestion parcial, indicando
un nuevo patron
NPR2 Mspl CK
Vi EPL1 Haelll CK
GSY1 Mspl CK
VI KEL2 Mspl CK
MNT?2 Scril CK
VIl CBP2 Hinfl CK
MNL1 Hinfl CK
IX DAL1 Haelll CK
UBP7 Hinfl CK
DALS Haelll CK
X CYR1 Mspl CK
PEX2 Haelll C
XI BAS1 Haelll CK
CBT1 EcoR1 CK
X MAG2 Mspl CK
PPR1 Haelll CK
Se observan dos bandas
que no aparecen en el
atron de los parentales,
Xl CATS Mspl CK ur?a de 120 pb 5otra de 150
pb, indicando un nuevo
patron no esperado.
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ORC1 Haelll CK
BRES Haelll CK
Haelll K Fue necesario digerir con
XV los dos enzimas para
EGT2 Rsal C comprobar la naturaleza
hibrida de la cepa
XV ATF1 Haelll CK
RRI2 Hinfl CK
SV GAL4 Scrfl CK
JIP5 Mspl CK

(a) C, indica que tiene el patron de restriccion en ese gen similar al del S. cerevisiae; K, al de S.
kudriavzevii y CK ambos patrones.

Por otro lado, comprobamos para las mismas cepas el patron de
restriccion del mtDNA con el enzima de restriccion Hinf1 (Figura 3.3) y con

elementos delta (Figura 3.4).

Las levaduras vinicas pertenecientes al género Saccharomyces han sido
caracterizadas de forma satisfactoria mediante el analisis de polimorfismo del
ADN mitocondrial (mtDNA) (Querol et al., 1994, 1992; Martinez et al., 1995;
Guillamoén et al.,, 1996; lbeas etal.,, 1997; Fernandez-Espinar et al., 2001),
siendo el analisis de restriccion con el enzima Hinfl el que mostré un mayor
polimorfismo entre las cepas del género Saccharomyces (Guillamon et al.,
1994). Por ello, se realiz6 un analisis de restriccion de mtDNA con el enzima

Hinfl a los hibridos generados en el presente trabajo.

En la Figura 3.3a se puede observar un patrén para el parental
S. cerevisiae T73 a la izquierda de la figura (carril 1) y otro para el hibrido
Scr73xSkcrss (carril 2), y parental S. kudriavzevii CR85 se muestra en 3.3b
(carril 3), asi como de una representacion de hibridos. Todos los hibridos
analizados comparten el mismo patrén de restriccion que el que se muestra en

el carril marcado como 2 de la Figura 3.3, idéntico al parental S. cerevisiae.
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Figura 3.3 Analisis de restriccion del ADN mitocondrial con el enzima de restriccion Hinfl. Las
lineas sefaladas con M corresponden al marcador molecular, 1= T73, 2= Hibrido, 3=CR85.

También se caracterizaron los hibridos durante el proceso de
estabilizacion mediante analisis de elementos delta. La finalidad de este
estudio era ver si a lo largo de la evolucion se observaban patrones distintos
que nos indicaran que los hibridos no estaban evolucionados. En la Figura 3.4
se muestran los resultados, a modo de ejemplo de hibridos de los pases 4 y 5.
Tal y como se observa en las bandas de mayor intensidad, todos los hibridos
tienen el mismo patron, indicando que hay un patrén mayoritario a lo largo de la
evolucion. Se observan pequenas diferencias en bandas de poca intensidad
que pueden ser patrones muy minoritarios o bandas inespecificas frecuentes

en la técnica utilizada.
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Hibridos Pase 5

- b A -

Figura 3.4. Patron de restriccion de elementos delta de diez hibridos de los pases 3 y 4
evolucionados bajo estrés por etanol y los parentales. En asterisco se indican algunas bandas
diferentes.

3.1.4. Caracterizacion fisiolégica de los hibridos estabilizados bajo
diferentes condiciones de estrés

Una vez se estabilizaron los hibridos, estudiamos si la estabilizacion a
bajas temperaturas o altas concentraciones de etanol mejora la eficacia de los
hibridos crecidos en diferentes condiciones. Para lo cual se han determinado
las curvas de crecimiento de las tres lineas en los pases 4, 9 y 16 mediante el
sistema SPECTROstar Omega (ver la seccion 10 de Material y Métodos). Para
cada linea evolucionada en una condicion, se ha comprobado su eficiencia en
las tres condiciones de crecimiento estudiadas, GPY a 25°C, GPY a 12°C y
GPY adicionado con 10% de etanol; ademas se ha incluido una condicion
adicional, mosto sintético a 25°C. Con los datos obtenidos se ha calculado, al
igual que se hizo en el capitulo 1 y 2, la tasa de crecimiento (u), la fase de
latencia A y el parametro A (crecimiento maximo asintético). En los siguientes
subapartados se describen los resultados obtenidos de la caracterizacion

fisiologica realizada.
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3.1.5 Caracterizacion del crecimiento a 12°C de los hibridos

En la Tabla 3.3 se presentan los datos obtenidos para cada uno de los
parametros estimados mediante el ajuste de nuestros datos al modelo de
Gompertz reparametrizado para los hibridos creciendo en GPY liquido a 12°C.
Cada condicion de evolucién tenia tres lineas (linea 1, 2 y 3) y cada linea se
analizé por triplicado. En la tabla 3.3 se muestra el promedio y el error estandar
de los parametros obtenidos después del ajuste de los datos de caracterizacion
fisiolégica realizada en GPY a 12°C de los hibridos correspondientes a las

etapas 4, 9y 16 del proceso de evolucion.
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Tabla 3.3 Parametros de crecimiento de los hibridos de la etapa 4, 9 y 16 caracterizados en GPY a 12°C.

Condicion de crecimiento para caracterizacion fisioldgica:
m c [
= m ,m GPY a12°C
€ i) % 2
- 5 9
% (&) L Pase 4 Pase 9 Pase 16
Linea 1 Linea 2 Linea 3 Linea 1 Linea 2 Linea 3 Linea 1 Linea 2 Linea 3
25°C 2,3+0,1¢e9 2,440,099 2,4+0,139 1,8+0,05P 1,9+0,08P 1,7+0,06° 1,5£0,032 | 1,640,072 | 1,5+0,042
A 12°C 2,3+0,05¢9 2,1+0,08¢ 2,1+0,23¢ | 2,1+0,07¢d | 2,2+0,07¢¢ | 1,9+0,02° 2,8+0,1" 2,8+0,04h | 2,7+0,12"
Etanol 2,340,179 2,3+0,12f9 2,4+0,11%9 | 2,3+0,0699 | 2,2+0,1¢f 2,2+0,1¢°f 1,5+0,052 | 1,540,052 | 1,540,042
25°C 0,1+0,01™P | 0,11+0,01* |0,10+0,02°P| 0,06+0c" 0,07+0f 0,06+0¢9 0,05+0v- 0,05+00f | 0,05+09*
H 12°C 0,08+0,00-" | 0,09+0,01™° | 0,08+0,02™ | 0,07+0%" |0,07+0,01¢h| 0,06+0°h | 0,08+0,01 | 0,08+0"™ | 0,07+0,019*
Etanol 0,09+0,01m° | -0,09+0,01™° | 0,09+0"" |0,09+0,01"° | 0,08+0,01i™|0,07+0,01¢7| 0,05+0,012 | 0,04+02 0,05+0a¢
25°C 3,7+1,4ab 4,242 2ac 6,2+3,8bc 4,441 1ac 4,3+0,62¢ 5,0+0,42¢ 14+1,9d 12,841,294 | 14,4+1,59
A 12°C 2,8+0,872 6,242, 1bc 4,441 4ac 2,3+0,52 2,6+0,82 4,3+0,62c | 4,98+1,08< | 4,8+0,23¢ 5+0,53¢
Etanol 7,1+2 4¢ 5,4+1,73¢ 4.2+0.42c | 6,8+3,1°¢ 7,1+3,8¢ 2,8+1,52 15,24+3,49 | 14 5+1,49 | 14,0+1,29

25°C=Sin estrés (25°C en GPY), 12°C=Estrés por baja temperatura (12°C en GPY), Etanol= Estrés por etanol (GPY + 10% de etanol a 25°C).
A= Crecimiento maximo asintético, u= Tasa maxima de crecimiento (h-'), A= Fase de latencia o adaptacion (h). Las letras en superindice indican los
grupos homogéneos significativos obtenidos por analisis ANOVA factorial (prueba de Tukey, n = 2, valor de p <0,05).
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a. Crecimiento maximo asintdotico de los hibridos caracterizados a
12°C

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) factorial de la influencia de
tres variables independientes (Condicion de Evolucion, Pase o Fase en el
proceso de evolucién y linea de evolucion) sobre el crecimiento maximo
asintético (A). La condicibn de evolucién incluyé tres niveles (las dos
condiciones de estrés y la condicion control), el pase de evolucién incluyo tres
niveles (pase 4, 9 y 16) y la linea de evolucidn incluyo tres niveles
(Linea 1, 2 y 3). Todos los efectos fueron estadisticamente significativos con un
nivel de significacion p=0,05, excepto para la linea de evolucién cuyo nivel de

significacién fue p=0,001.

En la Figura 3.5 se muestran las graficas correspondientes al efecto de
interaccion entre la condicion de evolucidn, la etapa del proceso de evolucion
(Pase) y la linea de evolucion de los hibridos, el cual muestra una relacion F(4,
216)=687.21, p<0,001, lo cual indica que hay diferencias significativas entre las

condiciones de evolucion y las etapas (Pases) de la evolucién.
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Figura 3.5. Efecto de interacciéon Condicion de evolucién*Pase*Linea sobre el maximo
crecimiento asintético (Parametro A) en GPY a 12°C.
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El efecto principal para la condicion de evolucién produjo una razén
F(2,216)=453,06, p<0,001, indicando una diferencia significativa entre la
evolucién en GPY adicionado con 10% de etanol (M=2,07, DE=0,38), GPY a
12°C(M= 2,37, DE =0,34) y GPY a 25°C (M=1,95, DE =0,35). En la Figura 3.6
puede observarse que los hibridos que fueron evolucionados bajo la condicion
de estrés por frio presentaron el mayor valor del parametro A (maximo
crecimiento asintético), mientras que aquellos hibridos que fueron
evolucionados en GPY a 25°C, es decir, sin ninguna condicion de estrés
presentaron el minimo valor para este parametro cuando crecian a baja
temperatura. Los hibridos evolucionados bajo el estrés por etanol presentaron
un valor del parametro A superior a los hibridos evolucionados sin estrés, pero

inferior a aquellos evolucionados bajo condicién de estrés por frio.
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Figura 3.6. Efecto principal de la condicién de evolucién sobre el crecimiento maximo asintético
(Parametro A) en GPY a 12°C.

El efecto para el pase o la fase del proceso de evolucion produjo una
F2, 216) = 318,14, p<0.001, indicando una diferencia significativa entre el
cuarto pase (M=2,33, DE =0,15), el noveno pase (M=2,08, DE =0,19) y el pase
16(M=1,98, DE =0,59). Es decir, que de acuerdo con este analisis estadistico el
parametro A disminuye conforme avanza el proceso evolutivo. Este efecto

puede observarse en la Figura 3.7. Sin embargo, el ANOVA factorial también
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indica un efecto de interaccién entre la etapa del proceso de evolucion (Pase) y
la condiciéon de evolucion de los hibridos. El analisis indica que existe una
relacion estadisticamente significativa entre la etapa de evolucion (Pase) y la
condicion de evolucion, F(4, 216)=687,21, p<0,001. En la Figura 3.5 y la
Figura 3.8 se puede observar que, aunque existe una tendencia a disminuir el
valor del parametro A cuando avanza la fase de estabilizacion (Pase), el efecto
de interaccion muestra que esto no ocurre en los hibridos evolucionados bajo la
condicion de estrés por frio. Se puede observar como a medida que avanza el
proceso evolutivo, aumenta el crecimiento maximo asintético para los hibridos
evolucionados a bajas temperaturas y disminuye para los hibridos
evolucionados en condiciones de estrés por etanol y para aquellos que fueron

evolucionados sin ningun tipo de estrés.
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Figura 3.7. Efecto principal de la condicion de evolucidn sobre el crecimiento maximo asintético
(parametro A).

El efecto de la linea de evolucién, F(2, 232)=7,22, p=0,001, indica que
no existe diferencia significativa entre la linea 1 (M=2,15, DE=0,4), la linea 2
(M=2,15, DE =0,39) y la linea 3(M=2,1, DE =0,4).
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Figura 3.8. Efecto de interaccion entre el maximo crecimiento asintético (Parametro A) y la
etapa de evolucion (Pase).

Ademas, se realizd un analisis post-hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos (Tabla
3.3).

b. Parametro p en hibridos caracterizados a 12°C

En el siguiente apartado se midié la tasa de crecimiento (u) de los
hibridos estabilizados. Se realizé el mismo tratamiento estadistico que en el
apartado anterior, un analisis de varianza (ANOVA) factorial sobre la influencia
de tres variables independientes (Condicion de Evolucion, Pase o Fase en el
proceso de evolucién y linea de evolucion) sobre la tasa maxima de
crecimiento (u). La condicién de evolucion incluyé tres niveles (las dos
condiciones de estrés y la condicion control), el pase de evolucion incluyd tres
niveles (pase 4, 9 y 16) y la linea de evolucidén incluyd tres niveles
(Linea 1, 2y 3). Todos los efectos fueron estadisticamente significativos con un
nivel de significacion p=0,05, excepto para la linea de evolucién cuyo nivel de

significacion fue p=0,001.

El efecto principal para la condicién de evolucion sobre p produjo una
razon F(2,216)=4,38, p<0,05 indicando una diferencia significativa entre la
evolucién en GPY adicionado con 10% de etanol (M=0,077, DE=0,021), GPY a

135



Capitulo 3

12°C(M=0,080, DE=0,021) y GPY a 25°C (M=0,078, DE=0,023). En la
Figura 3.9 se observa que, de acuerdo con estos resultados estadisticos, los
hibridos que fueron evolucionados bajo condicion de estrés por baja
temperatura presentaron una mayor tasa de crecimiento que aquellos hibridos

evolucionados en condiciones de estrés por etanol y sin ningun tipo de estrés.
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Figura 3.9. Efecto principal de la condicién de evolucion sobre la tasa maxima de
crecimiento (u) en GPY a 12°C.

El efecto principal para el pase o la fase del proceso de evolucion sobre
la tasa maxima de crecimiento produjo una F(216,2)=380,33, p=<0,001,
indicando una diferencia significativa entre la y de los hibridos del cuarto pase
(M=0,098, DE=0,013), el noveno pase (M=0,074, DE=0,01) y el pase
16(M=0,063, DE=0,014). En la Figura 3.10 , se observa que al igual que para el
parametro A, a medida que el proceso evolutivo avanza se observa una

disminucién en la maxima tasa de crecimiento.
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4 3 16
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Figura 3.10. Efecto de la etapa de evolucion (Pase) sobre la tasa maxima de crecimiento (u) a
en GPY a 12°C.

El efecto de la linea de evolucién produjo una F(2,216)=5,29, p>0,001,
indicando que no existe diferencia significativa entre las lineas de evolucién de
los hibridos, linea 1 (M=0,079, DE=0,018), linea 2 (M=0,080, DE=0,021) y linea

3(M=0,076, DE=0,019) respecto a la tasa maxima de crecimiento.

El ANOVA factorial también indica un efecto de interaccion entre la etapa
del proceso de evolucion (Pase) y la condicion de evolucién de los hibridos,
F@4, 216)=83,807, p<0,001. En la Figura 3.11 se puede observar como a
medida que avanza el proceso evolutivo, claramente disminuye la maxima tasa
de crecimiento para los hibridos evolucionados en condiciones de estrés por
etanol y aquellos que fueron evolucionados sin ningun tipo de estrés, mientras
que para los hibridos evolucionados a 12°C existe una disminucion entre el

pase 4 y el nueve, seguida de un aumento entre el pase 9y el pase 16.
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Figura 3.11. Efecto de interaccion entre la tasa maxima de crecimiento (u) y la etapa de
evolucion (Pase) en GPY a 12°C.

Ademas, se realiz6 un analisis post hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos
(Tabla 3.3).

El ANOVA factorial de los datos obtenidos al crecer los hibridos bajo
condicion de estrés por etanol muestran un efecto de interaccién entre la
condicion de evolucion, la etapa del proceso de evolucion (Pase) y la linea de
evolucion de los hibridos, con una relacion F(4, 216)=687.21, p<0,001, lo cual
indica que hay diferencias significativas entre las condiciones de evolucién y las
etapas (Pases) de la evolucion. La Figura 3.12 muestra el efecto de interaccion
de las tres variables analizadas sobre la tasa maxima de crecimiento en GPY a
12°C. Basicamente la Figura 3.12 resume lo que ha explicado lineas atras. Es
decir la disminucién de la p para los hibridos en GPY a 25°C y los hibridos
evolucionados en GPY adicionado con 10% de etanol, mientras que para los
hibridos evolucionados a 12°C no ocurre esta disminucion.
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Figura 3.12. Tasa de crecimiento (u) de los hibridos estabilizados en los pases 4, 9 y 16, para
las tres lineas de evolucion y para cada estrés utilizado en la evolucion (25°C, 12°C, 10%
etanol) crecidos en GPY a 12°C.

c. Parametro A en hibridos caracterizados a 12°C

Se realizé el mismo analisis de varianza (ANOVA) factorial sobre la
influencia de las tres variables independientes: condicion de evolucion, pase o
fase en el proceso de evolucién y linea de evolucién, sobre la fase de latencia o
fase de adaptacion de los hibridos (A). La condicién de evolucion incluyo tres
niveles (las dos condiciones de estrés y la condicion control), el pase de
evolucion incluyé tres niveles (pase 4, 9 y 16) y la linea de evolucién incluyé
tres niveles (Lineas 1,2y 3). Todos los efectos fueron estadisticamente
significativos con un nivel de significacion p=0,05, excepto para la linea de

evolucion cuyo nivel de significacion fue mayor, p=0,001.
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En la Figura 3.13 se puede observar el efecto principal para la condicion
de evolucién, la cual produjo una razon F(2,216)=126,64 p=<0.001, indicando
una diferencia significativa entre la fase de Ilatencia de los hibridos
evolucionados en GPY adicionado con 10% de etanol (M=8,59, DE=5,03), GPY
a 12°C(M=4,19, DE=1,60) y GPY a 25°C (M=7,71, DE=4,71). Es decir, la fase
de latencia o de adaptacion fue significativamente menor para las cepas
evolucionadas a baja temperatura que para las cepas evolucionadas bajo

condicion de estrés por etanol y sin ningun tipo de estrés.

1 0% ELano

[
3
ok
o
t

Figura 3.13. Efecto principal de la condicion de evolucion sobre la fase de latencia (A\) en GPY
a 12°C.

El efecto para el pase o la fase del proceso de evolucion produjo una
F(2,216)=320,4, p=001, indicando una diferencia significativa entre los hibridos
del cuarto pase (M=4,95, DE=2,37), el noveno pase (M=4,45, DE=2,36) y el
pase 16(M=11,1, DE=4,1). En la Figura 3.14 puede observarse como a medida
que avanza el proceso de evolucion, los hibridos aumentan el tiempo de

latencia o adaptacion.
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Figura 3.14. Efecto de la etapa de evolucion (Pase) sobre la fase de latencia (A) a 12°C.

El efecto de la linea de evoluciéon produjo una F(2,216)=, p>0,05,
indicando que no existe diferencia significativa entre la linea 1 (M=6,84,
DE=4,84), la linea 2 (M=6,91, DE=4,26) y la linea 3(M=6,76, DE=4,21).

Asi como para el efecto principal “Pase”, el ANOVA factorial también
indica un efecto de interaccion entre la etapa del proceso de evolucion (Pase) y
la fase de latencia o adaptacion F(4, 216)=55,468, p<0,001. En la Figura 3.15
se puede observar como a medida que avanza el proceso evolutivo,
claramente aumenta la fase de latencia (A) en mayor proporcion para los
hibridos evolucionados en condiciones de estrés por etanol y para aquellos que
fueron evolucionados sin ningun tipo de estrés, mientras que para los hibridos

evolucionados a 12°C el aumento es practicamente nulo.
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Figura 3.15. Efecto de interaccion entre la etapa de evolucion (Pase) y la condicion de
evolucion sobre la fase de latencia (A) en GPY a 12°C.

Ademas, se realiz6 un analisis post hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos (Tabla
3.3).

En la Figura 3.16 puede observarse el efecto de interaccion entre la
condicion de evolucidn, la etapa en el proceso de evolucion (Pase) y la linea de
evolucién sobre la fase de latencia A al crecer los hibridos en GPY a 12°C. El
efecto de interaccion presenta una F(4, 216)=55,468, p<0,001, lo cual indica
que las variables de estudio efectivamente tienen influencia sobre la fase de
latencia de los hibridos evolucionados. Esta Figura 3.16 resume los efectos que

se describieron anteriormente.
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Figura 3.16. Fase de latencia (A) de los hibridos estabilizados en los pases 4, 9 y 16, para las
tres lineas de evolucién y para cada estrés utilizado en la evolucién (25°C, 12°C, 10% etanol)
crecidos en GPY a 12°C.
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3.1.6 Caracterizacion del crecimiento en GPY + 10% de etanol a
25°C de los hibridos

En la Tabla 3.4 se presenta un resumen de los datos obtenidos para
cada uno de los parametros estimados mediante el ajuste de nuestros datos al
modelo de Gompertz reparametrizado para los hibridos creciendo en GPY
liquido a adicionado con 10% de etanol a 25°C. Cada condicion de evolucién
tenia tres lineas (linea 1, 2 y 3) y cada linea se analizd por triplicado. En la
Tabla 3.4 se muestra el promedio y el error estdndar de los parametros
obtenidos después del ajuste de los datos de caracterizacion fisioldgica
realizada en GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C de los hibridos

correspondientes a las etapas 4, 9 y 16 del proceso de evolucion.
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Capitulo 3

a. Parametro A de hibridos caracterizados en GPY + 10% de etanol

A continuacion, se describen los resultados del analisis de varianza
(ANOVA) factorial sobre la influencia de tres variables independientes
(Condicion de Evolucion, Pase o Fase en el proceso de evolucién y linea de
evolucion) sobre el crecimiento maximo asintético (parametro de crecimiento A)
de los hibridos creciendo en GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C. Para
dicho analisis, la condicion de evolucién incluyé tres niveles (las dos
condiciones de estrés y la condicion control), el pase de evolucion incluyo tres
niveles (pase 4, 9 y 16) y la linea de evolucidon incluyé tres niveles
(Linea 1, 2 y 3). Todos los efectos fueron estadisticamente significativos con un
nivel de significacién p=0,05, excepto para la linea de evolucién cuyo nivel de

significacién fue p=0,001.

El efecto principal para la condicion de evolucién produjo una
F(2, 216)=11,71, p=<0,001, indicando una diferencia significativa entre la
evolucion en GPY adicionado con 10% de etanol (M=2,63, DE=0,403), GPY
12°C(M=2,81, DE=0,581) y GPY a 25°C (M=2,76, DE=356) (Ver Figura 3.17).
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Figura 3.17. Efecto principal de la condicion de evolucién sobre el crecimiento maximo
asintético (parametro A) en GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C.
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En la Figura 3.18 se muestra el efecto para el pase o la fase del proceso
de evolucion, el cual presenta una F(2,216) =41,62, p<0,001, indicando una
diferencia significativa entre el cuarto pase (M=3,0241, DE=0,625), el noveno
pase (M=2,6035, DE=0,197) y el pase 16(M=2,65, DE=0,348).

24

4 g 18

Figura 3.18. Efecto principal de la etapa de evolucién (Pase) sobre el crecimiento maximo
asintotico (parametro A) en GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C.

El efecto de la linea de evolucién produjo una F(2,216)=16,83, p<0,001,
indicando diferencia significativa entre la linea 1 (M=2,76, DE=0,483), la linea 2
(M=2,9, DE=0,525) y la linea 3(M=2,61, DE=0,32).

El efecto de interaccion entre el pase de evoluciéon y la condicidon de
evolucion produce una F(4,216)=6.916, p<00,00. En la Figura 3.19 puede
observarse como a medida que aumenta la etapa de evolucién, disminuye el

valor del parametro A para las tres condiciones de evolucién.
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Figura 3.19. Efecto de interaccién entre condicion de evolucion y la etapa de evolucion (Pase)

sobre el crecimiento maximo asintético (Parametro A) en GPY adicionado con 10% de etanol a
25°C.

Ademas, se realizd un analisis post hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos (Tabla
3.4).

En la Figura 3.20 se muestra el efecto de interaccion entre las variables
estudiadas, puede observarse la interaccién entre la condicién de evolucion, la
etapa en el proceso de evolucién (Pase) y la linea de evolucion sobre la fase
de latencia A al crecer los hibridos en GPY a 12°C. El efecto de interaccién
presenta una F(4, 216)=1,546, p>0,05.
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Figura 3.20. Valores determinados del crecimiento maximo asintético (parametro A) de los
hibridos estabilizados en los pases 4, 9 y 16, para las tres lineas de evolucién y para cada
estrés utilizado en la evolucion (25°C, 12°C, 10% etanol) crecidos en GPY adicionado con 10%
de etanol a 25°C.

o
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b. Parametro p de hibridos caracterizados en GPY + 10% de etanol

Se realiz6é un analisis de varianza (ANOVA) factorial sobre la influencia
de tres variables independientes (Condiciéon de Evolucion, Pase o Fase en el
proceso de evolucién y linea de evolucion) sobre la tasa maxima de
crecimiento (u). La condicién de evolucion incluyd tres niveles (las dos
condiciones de estrés y la condicion control), el pase de evolucién incluyo tres
niveles (pase 4, 9 y 16) y la linea de evolucidén incluyd tres niveles
(Linea 1, 2 y 3). Todos los efectos fueron estadisticamente significativos con un
nivel de significacion p=0,05, excepto para la linea de evolucién cuyo nivel de

significacién fue p=0,001.

El efecto principal para la condicion de evolucién produjo una razén
F(2,216)=8,84, p=0,001, indicando una diferencia significativa entre la
evolucién en GPY adicionado con 10% de etanol (M=0,099, DE=0,051), GPY a
12°C(M=0,082, DE=0,03) y GPY a 25°C (M=0,082, DE=0,033). En la Figura
3.21 se observa que el valor mas alto de y para esta condicién de crecimiento
lo presentd el hibrido evolucionado bajo la misma condicion de estrés (+10%

de etanol).
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FIGURA 3.21. Efecto de la condicion de evolucion sobre la tasa maxima de crecimiento (u) en
GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C.

El efecto para el pase o la fase del proceso de evolucion produjo una
F(2,216) =16,243, p=0,001, indicando una diferencia significativa entre el cuarto
pase (M=0,078, DE=0,043), el noveno pase (M=0,10, DE=0,03) y el pase
16(M=0,081, DE=0,04). En la Figura 3.22 se puede observar como el valor de p
aumenta del pase 4 al pase 9 y posteriormente disminuye para los hibridos del

pase 16.
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Figura 3.22. Efecto principal de la etapa de evolucion (Pase) sobre la tasa maxima de
crecimiento (u) en GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C.

El efecto de la linea de evolucion produjo una F(2,216)=10,520, p<0,001,
indicando que no existe diferencia significativa entre la linea 1 (M=0,081,
DE=0,03), la linea 2 (M=0,081,DE=0,04) y la linea 3(M=0,1, DE=0,04).

El ANOVA factorial también indica un efecto de interaccion entre la etapa
del proceso de evolucion (Pase) y la condicion de evoluciéon de los hibridos,
con una F(4, 216)=8,56, p<0,001. En la Figura 3.23 y la Figura 3.24 se puede
observar como en el pase 9 aumenta la tasa maxima de crecimiento para las
cepas evolucionadas bajo condiciones de estrés por baja temperatura y sin
estrés, disminuyendo nuevamente en el pase 16, mientras que para los
hibridos evolucionados en GPY adicionado con 10% de etanol, la y tiene un

comportamiento con una variacion significativamente menor.
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Figura 3.23. Efecto de interaccion entre condicion de evolucion y la etapa de evolucion (Pase)
sobre la tasa maxima de crecimiento (u) en GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C.
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Figura 3.24. Efecto de interaccién entre condicidon de evolucion y la etapa de evolucion (Pase)
sobre la tasa maxima de crecimiento (u) en GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C.

Ademas, se realiz6é un analisis post hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos (Tabla
3.4).
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En la Figura 3.25 se muestra el efecto de interaccion de entre la
condicion de evolucion, la etapa en el proceso de evoluciéon (Pase) y la linea de
evolucién sobre la tasa maxima de crecimiento de los hibridos en GPY
adicionado con 10% de etanol. El efecto de interaccién presenta una F(4,
216)=5,4029, p<0,001, lo cual indica que las variables de estudio,
efectivamente tienen influencia sobre la tasa maxima de crecimiento de los
hibridos evolucionados. Esta Figura 3.25 resume los efectos sobre y que se

describieron anteriormente.
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Figura 3.25. Tasa de crecimiento (m) de los hibridos estabilizados en los pases 4, 9 y 16, para
las tres lineas de evolucion y para cada estrés utilizado en la evolucion (25°C, 12°C, 10%
etanol) crecidos en GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C.

c. Parametro A de hibridos caracterizados en GPY + 10% de etanol a 25°C

Para la fase de latencia también se realizd un analisis de varianza
(ANOVA) factorial sobre la influencia de las tres variables independientes
(Condicion de Evolucion, Pase o Fase en el proceso de evolucion y linea de
evolucion) sobre fase de latencia o fase de adaptacion (A). La condicién de
evolucion incluyé tres niveles (las dos condiciones de estrés y la condicién
control), el pase de evolucion incluyé tres niveles (pase 4, 9y 16) y la linea de
evolucion incluyd tres niveles (Linea 1,2y 3). Todos los efectos fueron
estadisticamente significativos con un nivel de significacion p=0,05, excepto

para la linea de evolucion cuyo nivel de significacion fue p=0,001.
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En la Figura 3.26 se muestra el efecto principal para la condicién de
evolucion, con una razon F(2,216)=0,980, p>0,05, indicando que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre la evolucion en GPY adicionado
con 10% de etanol (M=2,38, DE=1,91), GPY a 12°C(M=2,70, DE=2,04) y GPY
a 25°C (M=2,42, DE=1,67).
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Figura 3.26. Efecto principal de la condicion de evolucion sobre la fase de latencia (A\) en GPY
adicionado con 10% de etanol a 25°C.

En la Figura 3.27 se muestra el efecto para el pase o la fase del proceso
de evolucion, el cual produjo una F(2,216)=0,102, p>0,05, indicando que no
existe una diferencia significativa entre el cuarto pase (M=2,45, DE=1,82), el
noveno pase (M=2,48, DE=2,03) y el pase 16(M=2,56, DE=1,76).
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Figura 3.27. Efecto principal de la condicion de etapa de evolucion (Pase) sobre la fase de
latencia (A) en GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C.

El efecto de la linea de evolucién produjo una F(2,216)=3,492, p>0,001,
indicando que no existe diferencia significativa entre la linea 1 (M=2,60,
DE=1,91), la linea 2 (M=2,12, DE=1,44) y la linea 3(M=2,77, DE=2,15).

El ANOVA factorial también indica un efecto de interaccion entre la etapa
del proceso de evolucion (Pase) y la condiciéon de evolucion de los hibridos,
arrojando una F(4, 216)=9,7562, p<0,001. En la Figura 3.28 se puede observar
como la fase de latencia se mantiene constante a través de las etapas de
evolucion para aquellos hibridos evolucionados en GPY a 12°C, mientras que
para los que se evolucionaron sin estrés, el parametro A aumenta en el pase 9
y disminuye en el pase 16. También se observa que los hibridos evolucionados
bajo la misma condicion de analisis, es decir, bajo estrés por etanol, presentan
una disminucion de la fase de latencia en el pase 9 pero posteriormente

aumenta en el pase 16.
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Figura 3.28. Efecto de interaccion entre condicion de evolucion y la etapa de evolucion (Pase)
sobre la fase de latencia (A) en GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C.

Ademas, se realizd un analisis post hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos (Tabla
3.4).

En la Figura 3.29 se muestra el efecto de interaccion entre la condicion
de evolucién, la etapa en el proceso de evolucion (Pase) y la linea de evolucién
sobre la fase de latencia de los hibridos creciendo en GPY adicionado con 10%
de etanol. El efecto de interaccion presenta una F(4, 216)=4,1906, p<0,001, lo
cual indica que las variables de estudio efectivamente tienen influencia sobre la
fase de latencia de los hibridos evolucionados. Esta Figura 3.29 resume los

efectos sobre A que se describieron anteriormente.
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Figura 3.29. Fase de latencia (A) de los hibridos estabilizados en los pases 4, 9 y 16, para las
tres lineas de evolucion y para cada estrés utilizado en la evolucién (25°C, 12°C, 10% etanol)
crecidos en GPY adicionado con 10% de etanol a 25°C.
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3.4.3. Caracterizacion del crecimiento en GPY a 25°C de los hibridos

Los datos que se muestran en este apartado corresponden al
crecimiento de los hibridos en condiciones Optimas de crecimiento y sin ningun

estrés durante el crecimiento. Esta condicién fue usada como como control.
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Capitulo 3

a. Parametro A de hibridos caracterizados en GPY a 25°C

Para la condicion control también se realizd un analisis de varianza
(ANOVA) factorial sobre la influencia de tres variables independientes
(Condicion de Evolucion, Pase o Fase en el proceso de evolucion y linea de
evolucion) sobre el crecimiento maximo asintético (parametro A). La condicién
de evolucion incluyo tres niveles (las dos condiciones de estrés y la condicidn
control), el pase de evolucion incluyo tres niveles (pase 4, 9y 16) y la linea de
evolucion incluyé tres niveles (Linea1,2y3). Todos los efectos fueron
estadisticamente significativos con un nivel de significacion p=0,05, excepto

para la linea de evolucion cuyo nivel de significacion fue p=0,001.

El efecto principal para la condicion de evolucién produjo una razén
F(2,216)=41,43, p<0,001, indicando una diferencia significativa entre la
evolucion en GPY adicionado con 10% de etanol (M=2,61, DE=0,19), GPY a
12°C(M=2,51, DE=0,39) y GPY a 25°C (M=2,75, DE=0,27). La Figura 3.30
muestra que los hibridos evolucionados en GPY a 25°C presentaron el maximo
valor del parametro A, mientras que los hibridos evolucionados en condiciones

de estrés tuvieron un valor menor para este parametro de crecimiento.

245
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Figura 3.30. Efecto principal de la condicion de evolucién sobre el crecimiento maximo
asintético (parametro A) en GPY a 25°C.
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El efecto para el pase o la fase del proceso de evolucion produjo una
F(2,216) =47,33, p=<0,001, indicando una diferencia significativa entre el
cuarto pase (M=2,77, DE=0,35), el noveno pase (M=2,53, DE=0,14) y el pase
16(M=2,57, DE=0,33). En la Figura 3.31 se observa una disminucion entre los

pases 4 y 9, con un ligero aumento en el pase 16.

Z2.45

4 ] 18

Figura 3.31. Efecto de la condicion de etapa de evolucion (Pase) sobre el crecimiento maximo
asintético (parametro A) en GPY a 25°C.

El efecto de la linea de evolucién produjo una F(2,216)=5,871, p>0,001,
indicando que no existe diferencia significativa entre la linea 1 (M=2,59,
DE=0,29), la linea 2 (M=2,68, DE=0,30) y la linea 3(M=2,6, DE=0,33).

El ANOVA factorial también indica un efecto de interaccion entre la etapa
del proceso de evolucion (Pase) y la condicion de evolucion de los hibridos,
arrojando una F(4, 216)=70,621, p<0,001. En la Figura 3.32 se puede observar
como los hibridos evolucionados a baja temperatura disminuyeron el valor del
parametro A en los pases 4 y 16. Para los hibridos evolucionados en GPY a
25°C y en GPY adicionado con etanol se presenta un aumento de A entre los
pases 9y 16.
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Figura 3.32. Efecto de interaccion entre condicion de evolucion y la etapa de evolucion (Pase)
sobre el crecimiento maximo asintético (parametro A) en GPY a 25°C.

Ademas, se realizd un analisis post hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos (Tabla
3.5).

En la Figura 3.33 se muestra el efecto de interaccion entre la condicion
de evolucién, la etapa en el proceso de evolucion (Pase) y la linea de evolucién
sobre el parametro A (crecimiento maximo asintético) de los hibridos creciendo
en GPY a 25°C. El efecto de interaccién presenta una F(4, 216)=7,386,
p<0,001, lo cual indica que las variables de estudio, efectivamente tienen
influencia sobre la fase de latencia de los hibridos evolucionados. Esta
Figura 3.33 resume los efectos sobre el parametro A que se describieron

anteriormente.
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Figura 3.33. Valores determinados del crecimiento maximo asintético (parametro A) de los
hibridos estabilizados en los pases 4, 9 y 16, para las tres lineas de evolucién y para cada
estrés utilizado en la evolucion (25°C, 12°C, 10% etanol) crecidos en GPY a 25°C.

b. Parametro p de hibridos caracterizados en GPY a 25°C

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) factorial sobre la influencia
de tres variables independientes (Condicion de Evolucion, Pase o Fase en el
proceso de evolucidn y linea de evolucion) sobre la tasa maxima de
crecimiento (u). La condicidn de evolucién incluyé tres niveles (las dos
condiciones de estrés y la condicion control), el pase de evolucién incluyo tres
niveles (pase 4, 9 y 16) y la linea de evolucidon incluyé tres niveles
(Linea 1, 2y 3). Todos los efectos fueron estadisticamente significativos con un
nivel de significacién p=0,05, excepto para la linea de evolucién cuyo nivel de

significacion fue p=0,001.

El efecto principal para la condicion de evolucidon produjo una razén
F(2,216)=6,528, p<0,05, indicando una diferencia significativa entre Ila
evolucién en GPY adicionado con 10% de etanol (M=0,345, DE=0,122), GPY a
12°C(M=0,317, DE=0,048) y GPY a 25°C (M=0,354, DE=0,041). En la Figura
3.34 puede observarse que la mayor tasa de crecimiento la presentaron los
hibridos que fueron evolucionados a 25°C, mientras que la menor tasa de

crecimiento la presentaron los hibridos evolucionados a 12°C.
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Figura 3.34. Efecto principal de la condicién de evolucién sobre la tasa maxima de
crecimiento (u) en GPY a 25°C.

El efecto para el pase o la fase del proceso de evolucion produjo una
F(2,216) =32,216, p<0,001, indicando una diferencia significativa entre el cuarto
pase (M=0,385, DE=0,121), el noveno pase (M=0,331, DE=0,024) y el pase
16(M=0,30, DE=0,027). En la Figura 3.35 se puede observar como la tasa de
crecimiento de los hibridos en GPY a 25°C disminuye a medida que avanza el

proceso de evolucién.
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Figura 3.35. Efecto principal de la etapa de evolucion (Pase) sobre la tasa maxima de
crecimiento (u) en GPY a 25°C.

El efecto de la linea de evolucién produjo una F(2,216)=3,301, p>0,001,
indicando que no existe diferencia significativa entre la linea 1 (M=0,35,
DE=0,125), la linea 2 (M=0,33, DE=0,042) y la linea 3(M=0,32, DE=0,44).

El ANOVA factorial también indica que no hay efecto de interaccion entre
la etapa del proceso de evolucion (Pase) y la condicién de evoluciéon de los
hibridos, arrojando una F(4, 216)=0,78371, p>0,05. En la Figura 3.36 se puede
observar como todos los hibridos, independientemente de la condicién en la
que fueron evolucionados, presentaron una disminucion de la tasa de

crecimiento ente los pases 4, 9y 16 creciendo en GPY a 25°C.
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Figura 3.36. Efecto de interaccion entre condicion de evolucion y la etapa de evolucion (Pase)
sobre la tasa maxima de crecimiento (u) en GPY a 25°C.

Ademas, se realizd un analisis post hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos (Tabla
3.5).

En la Figura 3.37 se muestra el efecto de interaccion entre la condicidn
de evolucién, la etapa en el proceso de evolucion (Pase) y la linea de evolucién
sobre la tasa maxima de crecimiento (u) de los hibridos en GPY a 25°C. El
efecto de interaccion presenta una F(4, 216)=2,5053, p<0,05, lo cual indica que
las variables de estudio, efectivamente tienen influencia sobre la tasa de
crecimiento de los hibridos evolucionados. Esta Figura 3.37 resume los efectos

sobre y que se describieron anteriormente.
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Figura 3.37. Tasa de crecimiento (m) de los hibridos estabilizados en los pases 4, 9 y 16, para
las tres lineas de evolucion y para cada estrés utilizado en la evolucion (25°C, 12°C, 10%
etanol) crecidos en GPY a 25°C.

c. Parametro A de hibridos caracterizados en GPY a 25°C

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) factorial sobre la influencia
de tres variables independientes (Condiciéon de Evolucion, Pase o Fase en el
proceso de evolucion y linea de evolucion) sobre la fase de latencia o fase de
adaptacién (A). La condicidon de evolucidon incluyé tres niveles (las dos
condiciones de estrés y la condicion control), el pase de evolucién incluyo tres
niveles (pase 4, 9 y 16) y la linea de evolucidon incluyé tres niveles
(Linea 1, 2y 3). Todos los efectos fueron estadisticamente significativos con un
nivel de significacién p=0,05, excepto para la linea de evolucién cuyo nivel de

significacion fue p=0,001.

El efecto principal para la condicion de evolucidon produjo una razén
F(2,216)=12,37, p<0,001, indicando una diferencia significativa entre la
evolucién en GPY adicionado con 10% de etanol (M=2,13, DE=0,87), GPY a
12°C(M=2,201, DE=1,233) y GPY a 25°C (M=2,656, DE=1,18). En Ia
Figura 3.38 se observa como los hibridos que presentan la menor fase de

latencia son los hibridos evolucionados en condiciones de estrés por etanol,
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mientras que los hibridos evolucionados sin estrés fueron los que presentaron

la mayor fase de latencia.
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Figura 3.38. Efecto principal de la condicion de evolucion sobre la fase de latencia (A) en GPY
a 25°C.

El efecto para el pase o la fase del proceso de evolucion produjo una
F(2,216) =84,0, p<0,001, indicando una diferencia significativa entre el cuarto
pase (M=3,06, DE=1,47), el noveno pase (M=1,59, DE=0,31) y el pase
16(M=2,33, DE=0,69). En la Figura 3.39 se puede observar que no existe una
tendencia de aumento o disminucion, ya que mientras hay una disminucion
entre los pases 4 y 9, se presenta un aumento de la fase de latencia entre los

pases 9y 16.
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Figura 3.39. Efecto principal de la etapa de evolucion (Pase) sobre la fase de adaptacion (A) en
GPY a 25°C.

El efecto de la linea de evolucién produjo una F(2,216)=0,384, p>0,05,
indicando que no existe diferencia significativa entre la linea 1 (M=2,38,
DE=1,21), la linea 2 (M=2,33, DE=1,08) y la linea 3(M=2,28, DE=1,12).

El ANOVA factorial también indica un efecto de interaccion entre la etapa
del proceso de evolucion (Pase) y la condiciéon de evolucion de los hibridos,
arrojando una F(4, 216)=30.31, p<0,001. En la Figura 3.40 se puede observar
que no existe una tendencia por parte de los hibridos de las tres condiciones
evolutivas, es decir, las tres condiciones se comportan de forma diferente

conforme avanza la evolucion.
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Figura 3.40. Efecto de interaccion entre condicion de evolucion y la etapa de evolucion (Pase)
sobre la fase de latencia (A) en GPY a 25°C.

Ademas, se realizd un analisis post hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos (Tabla
3.5).

En la Figura 3.41 se muestra el efecto de interaccion entre la condiciéon
de evolucién, la etapa en el proceso de evolucion (Pase) y la linea de evolucién
sobre la fase de latencia (A) de los hibridos creciendo en GPY a 25°C. El efecto
de interaccion presenta una F(4, 216)=3,4802, p<0,001, lo cual indica que las
variables de estudio efectivamente tienen influencia sobre la fase de latencia de
los hibridos evolucionados. Esta Figura 3.41 resume los efectos sobre A que se

describieron anteriormente.
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Figura 3.41. Fase de latencia (A) de los hibridos estabilizados en los pases 4, 9 y 16, para las
tres lineas de evolucion y para cada estrés utilizado en la evolucion (25°C, 12°C, 10% etanol)
crecidos en GPY a 25°C.

3.1.8 Caracterizacion del crecimiento en mosto sintético a 25°C de los
hibridos

Tal y como se ha comentado en la introduccion, una de las aplicaciones
que se han derivado del estudio de los hibridos naturales presentes en
fermentaciones ha sido la obtencion de nuevas cepas hibridas artificiales entre
especies del género Saccharomyces. Por este motivo decidimos estudiar el
comportamiento de los hibridos en mosto sintético simulando una fermentacion.
A continuacion, se describen los resultados del analisis estadistico realizado a
los parametros de las curvas de crecimiento ajustadas al modelo de Gompertz

reparametrizado.
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Capitulo 3

a. Parametro A de crecimiento de los hibridos en mosto sintético a 25°C

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) factorial sobre la influencia
de tres variables independientes (Condicién de Evolucién, Pase o Fase en el
proceso de evolucién y linea de evolucion) sobre el crecimiento maximo
asintotico (parametro A). La condicidn de evolucion incluyo tres niveles (las dos
condiciones de estrés y la condicion control), el pase de evolucion incluyo tres
niveles (pase 4, 9 y 16) y la linea de evolucidon incluyé tres niveles
(Linea 1, 2 y 3). Todos los efectos fueron estadisticamente significativos con un
nivel de significacién p=0,05, excepto para la linea de evolucién cuyo nivel de

significacién fue p=0,001.

En la Figura 3.42 se muestra el efecto principal para la condicién de
evolucion, la cual produjo una razén F(2,216)=32,43, p<0,001, indicando una
diferencia significativa entre la evolucion en GPY adicionado con 10% de etanol
(M=2,84, DE=0,149), GPY a 12°C(M=2,85, DE=0,189) y GPY a 25°C (M=2,70,
DE=0,270).
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Figura 3.42. Efecto principal de la condicién de evolucion sobre el crecimiento maximo
asintético (parametro A) en mosto sintético a 25°C.
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El efecto para el pase o la fase del proceso de evolucion produjo una
F(2,216)=103,67, p=<0,001, indicando una diferencia significativa entre el
cuarto pase (M=2,66, DE=0,22), el noveno pase (M=2,78, DE=0,09) y el pase
16(M=2,96, DE=0,20). En la Figura 3.43 se puede observar como el parametro
A aumenta con el pase de evolucibn cuando los hibridos crecen en

mosto sintético a 25°C.

4 3 18

Figura 3.43. Efecto principal de la etapa de evolucién (Pase) sobre el crecimiento maximo
asintético (Parametro A) en mosto sintético a 25°C

El efecto de la linea de evolucién produjo una F(2,216)=2,804, p>0,05,
indicando que no existe diferencia significativa entre la linea 1 (M=2,83,
DE=0,19), la linea 2 (M=2,79, DE=0,23) y la linea 3(M=2,79, DE=0,22).

El ANOVA factorial también indica un efecto de interaccion entre la etapa
del proceso de evolucién (Pase) y la condicién de evolucion de los hibridos,
arrojando una F(4, 216)=33,09, p<0,001. En la Figura 3.44 se puede observar
que existe una tendencia por parte de los hibridos de las tres condiciones
evolutivas a aumentar el valor del parametro A. Se puede observar un marcado

aumento en la linea evolucionada a 25°C.
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Figura 3.44. Efecto de interaccion entre condicion de evolucion y la etapa de evolucion (Pase)
sobre el crecimiento maximo asintético (parametro A) en mosto sintético a 25°C.

Ewclucicn 2

Ademas, se realizd un analisis post hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos (Tabla
3.6).

En la Figura 3.45 se muestra el efecto de interaccion entre la condicidn
de evolucién, la etapa en el proceso de evolucion (Pase) y la linea de evolucién
sobre el crecimiento maximo asintético (parametro A) de los hibridos creciendo
en mosto sintético a 25°C. El efecto de interaccion presenta una
F(4, 216)=3,9865, p<0,001, lo cual indica que las variables de estudio
efectivamente tienen influencia sobre la tasa de crecimiento de los hibridos
evolucionados. Esta Figura 3.45 resume los efectos sobre el crecimiento

maximo asintotico (parametro A) que se describieron anteriormente.
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Figura 3.45. Valores determinados del crecimiento maximo asintético (parametro A) de los
hibridos estabilizados en los pases 4, 9 y 16, para las tres lineas de evolucién y para cada
estrés utilizado en la evolucion (25°C, 12°C, 10% etanol) crecidos a en mosto sintético a 25°C.
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b. Parametro p de hibridos caracterizados en mosto sintético a 25°C

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) factorial sobre la influencia
de tres variables independientes (Condicién de Evolucion, Pase o Fase en el
proceso de evolucién y linea de evolucion) sobre la tasa maxima de
crecimiento (u). La condicién de evolucion incluyd tres niveles (las dos
condiciones de estrés y la condicion control), el pase de evolucién incluyo tres
niveles (pase 4, 9 y 16) y la linea de evolucidén incluyd tres niveles
(Linea 1, 2 y 3). Todos los efectos fueron estadisticamente significativos con un
nivel de significaciéon p=0,05, excepto para la linea de evolucién cuyo nivel de

significacién fue p=0,001.

En la Figura 3.46 se muestra la grafica correspondiente al efecto
principal para la condicion de evolucion, la cual produjo una razodn
F(2,216)=28,881, p<0,001, indicando una diferencia significativa entre la
evolucion en GPY adicionado con 10% de etanol (M=0,243, DE=0,060), GPY a
12°C(M=0,263, DE=0,065) y GPY a 25°C (M=0,278, DE=0,073).
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Figura 3.46. Efecto principal de la condicion de evolucién sobre la tasa maxima de
crecimiento (u) en mosto sintético a 25°C.
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En la Figura 3.47 se muestra el efecto para el pase o la fase del proceso
de evolucion, la cual produjo una F(2,216)=469,084, p<0,001, indicando una
diferencia significativa entre el cuarto pase (M=0,319, DE=0,047), el noveno
pase (M=0,282, DE=0,030) y el pase 16(M=0,184, DE=0,028).

4 ] 16

Figura 3.47. Efecto principal de la etapa de evolucion (Pase) sobre la tasa maxima de
crecimiento (J) en mosto sintético a 25°C.
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El efecto de la linea de evolucién produjo una F(2,216)=4,124, p>0,001,
indicando que no existe diferencia significativa entre la linea 1 (M=0,263,
DE=0,063), la linea 2 (M=0,254, DE=0,066) y la linea 3(M=0,267, DE=0,072).

El ANOVA factorial también indica un efecto de interaccion entre la etapa
del proceso de evolucién (Pase) y la condicién de evolucion de los hibridos,
arrojando una F(4, 216)=9,1579, p<0,001. En la Figura 3.48 se puede observar
que existe una tendencia por parte de los hibridos de las tres condiciones
evolutivas a disminuir la tasa de crecimiento maximo cuando los hibridos

evolucionados crecen en mosto sintético a 25°C.

0.15

< 5 18
Paze
—2— Evaolucion 25°C O Evolucidn 12°C & Evolucidn +10% de Etanol

Figura 3.48. Efecto de interaccién entre condicidon de evolucion y la etapa de evolucion (Pase)
sobre la tasa maxima de crecimiento (u) en mosto sintético a 25°C.

Ademas, se realiz6é un analisis post hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos (Tabla
3.6)

En la Figura 3.49 se muestra el efecto de interaccién entre la condicién
de evolucidn, la etapa en el proceso de evolucién (Pase) y la linea de evolucion
sobre la tasa maxima de crecimiento (u) de los hibridos creciendo en mosto
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sintético a 25°C. El efecto de interaccidn presenta una F(4, 216)=5,7901,
p<0,001, lo cual indica que las variables de estudio efectivamente tienen
influencia sobre la tasa de crecimiento de los hibridos evolucionados. Esta

Figura 3.49 resume los efectos sobre p que se describieron anteriormente.

Ewclucion: 12°C Ewvclucion: +10% de Emncl
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Figura 3.49. Tasa maxima de crecimiento (u) de los hibridos estabilizados en los pases 4, 9 y
16, para las tres lineas de evolucién y para cada estrés utilizado en la evolucion (25°C, 12°C,
10% etanol) crecidos en mosto sintético a 25°C.

c. Parametro A de hibridos caracterizados en mosto sintético a 25°C

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) factorial sobre la influencia
de tres variables independientes (Condicién de Evolucion, Pase o Fase en el
proceso de evolucion y linea de evolucion) sobre la fase de latencia o de
adaptaciéon (A). La condicidn de evolucién incluyé tres niveles (las dos
condiciones de estrés y la condicion control), el pase de evolucién incluyo tres
niveles (pase 4, 9 y 16) y la linea de evolucién incluyd tres niveles
(Linea 1, 2y 3). Todos los efectos fueron estadisticamente significativos con un
nivel de significacion p=0,05, excepto para la linea de evolucién cuyo nivel de
significacion fue p=0,001.

El efecto principal para la condicion de evolucién produjo una razén
F(2,216)=4,916, p<0,05, indicando una diferencia significativa entre la
evolucién en GPY adicionado con 10% de etanol (M=2,69, DE=1,54), GPY a
12°C(M=3,165, DE=1,69) y GPY a 25°C (M=3,15, DE=1,56). En la Figura 3.50
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se puede observar como los hibridos evolucionados bajo la condicion de estrés

por etanol presentaron la fase de latencia mas corta.
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Figura 3.50. Efecto de la condicién de evolucion sobre la fase de latencia (A) en mosto sintético
a 25°C.

En la Figura 3.51 se muestra el efecto para el pase o la fase del proceso
de evolucion, cuya F(2,216)=6,156, p<0,05, indica una diferencia significativa
entre el cuarto pase (M=2,78, DE=1,73), el noveno pase (M=3,35, DE=1,28) y
el pase 16(M=2,87, DE=1,73). No se observa una tendencia especifica, ya que

la fase de latencia aumenta en el pase 9 y disminuye en el pase 16.
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2.4

4 ] 18

T

Figura 3.51. Efecto principal de la etapa de evolucion (Pase) sobre la fase de latencia (A) en
mosto sintético a 25°C.

El efecto de la linea de evolucién produjo una F(2,216)=0,554, p=>0,05,
indicando que no existe diferencia significativa entre la linea 1 (M=2,90,
DE=1,49), la linea 2 (M=3,01, DE=1,63) y la linea 3(M=3,09, DE=1,70).

El ANOVA factorial también indica un efecto de interaccion entre la etapa
del proceso de evolucion (Pase) y la condiciéon de evolucion de los hibridos,
arrojando una F(4, 216)=42,786, p<0,001. En la Figura 3.52 se puede observar
que los hibridos que fueron evolucionados en GPY a 25°C, es decir, sin ningun
tipo de estrés, muestran una disminucion de la fase de latencia, mientras que
los hibridos evolucionados en estrés por etanol y estrés por baja temperatura
aumentaron la fase de latencia entre el pase 4 y el pase 9 y se mantuvieron sin

cambios significativos entre los pases 9y 16.
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Figura 3.52. Efecto de interaccién entre condicidon de evolucion y la etapa de evolucion (Pase)
sobre la fase de latencia (A) en mosto sintético a 25°C.

Ademas, se realiz6 un analisis post hoc (prueba de Tukey) para conocer
qué niveles dentro de cada variable independiente eran significativos (Tabla
3.6).

En la Figura 3.53 se muestra el efecto de interaccion entre la condicion
de evolucién, la etapa en el proceso de evolucion (Pase) y la linea de evolucién
sobre la fase de latencia (A) de los hibridos creciendo en mosto sintético a
25°C. El efecto de interacciéon presenta una F(4, 216)=9,478, p<0,001, lo cual
indica que las variables de estudio efectivamente tienen influencia sobre la fase
de latencia (A) de los hibridos evolucionados. Esta Figura 3.53 resume los

efectos sobre A que se describieron anteriormente.
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Figura 3.53. Fase de latencia (A) de los hibridos estabilizados en los pases 4, 9 y 16, para las
tres lineas de evolucion y para cada estrés utilizado en la evolucién (25°C, 12°C, 10% etanol)
crecidos en mosto sintético a 25°C.
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3.2 Conclusiones

En este capitulo construimos un hibrido interespecifico entre S.
cerevisiae y S. kudriavzevii mediante la técnica de rare mating. Posteriormente
sometimos ese hibrido a un proceso de evolucién artificial bajo tres condiciones
diferentes, en presencia de altas concentraciones de etanol (10%), crecimiento
a bajas temperaturas (12°C) y en condiciones de crecimiento de laboratorio (sin
ningun estrés). A lo largo de la estabilizacién se realizé6 una caracterizacion
molecular mediante diferentes marcadores y se determinaron que todos los
hibridos presentaban el mismo patrén, observando en la mayoria de los casos
una copia de cada parental. Sin embargo, resulta interesante destacar que en
el cromosoma | se observa, una recombinacion de manera que una parte del
cromosoma tiene la secuencia de S. cerevisiae y otra parte de S. kudriavzevii.
Otro dato interesante corresponde a los cromosomas V y XllI donde se
obtuvieron bandas no observadas en los parentales, indicando cambios en su

genoma a lo largo de la evolucion.

Se puede observar como a medida que avanza el proceso evolutivo,
aumenta el crecimiento maximo asintético para los hibridos evolucionados a

bajas temperaturas y disminuye para los hibridos evolucionados en condiciones
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de estrés por etanol y para aquellos que fueron evolucionados sin ningun tipo

de estrés.

Respecto a la tasa maxima de crecimiento (u), se observa lo contrario
que para el valor de A, a medida que avanza el proceso evolutivo, claramente
disminuye la maxima tasa de crecimiento para los hibridos evolucionados en
condiciones de estrés por etanol y aquellos que fueron evolucionados sin
ningun tipo de estrés, mientras que para los hibridos evolucionados a 12°C
existe una disminucion entre el pase 4 y el 9, seguida de un aumento entre el
pase 9 y el pase 16, indicando una mejora en el crecimiento a lo largo de la
evolucion en todos los crecimientos excepto en presencia de etanol. Respecto
a la caracterizacion de todos los hibridos en presencia de un 10% de etanol, se
observa un aumento entre el pase 4 y el pase 9 y posteriormente disminuye en
el pase 16, es decir una pérdida de capacidad de crecimiento. Este resultado
puede deberse al alto estrés que supone para las levaduras esta condicion de

crecimiento.

Por ultimo, respecto a la fase de latencia (L) o de adaptacion fue
significativamente menor para las cepas evolucionadas a baja temperatura que
para las cepas evolucionadas bajo condicion de estrés por etanol y sin ningun
tipo de estrés. Por lo tanto, la estabilizacion o evolucion de los hibridos a bajas
temperaturas, tiene como mecanismo de adaptacién una disminucién de la fase

de latencia en todas las condiciones de crecimiento ensayadas.
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Discusion

En los ultimos anos, se han realizado muchos esfuerzos para estudiar los
hibridos de levadura. Un aspecto importante de estas levaduras especiales es
que han mostrado propiedades interesantes, que son utiles para usos
industriales, como la vinificacion. Por otra parte, la construccion de hibridos
artificiales ha abierto una nueva era para generar nuevos iniciadores de levadura,
ya que permite la generacion de nuevas cepas no-OGM con caracteristicas
beneficiosas proporcionadas por los padres o para mejorar las cepas bona fide

en aspectos débiles especificos.

A pesar de todos los estudios realizados (para una revision ver Pérez-
Torrado et al., 2017), queda una pregunta abierta: ; Como interactuan los dos
genomas para generar el resultado fenotipico final? En este trabajo, nos
centramos en el estudio de cepas hibridas naturales S. cerevisiae y
S. kudriavzevii, y su capacidad para crecer a baja temperatura. Después de
analizar la activacion de los genes marcadores de estrés por frio, observamos
que las cepas con una J mayor a la temperatura mas baja mostraron
significativamente mas activacion del alelo S. kudriavzevii en comparaciéon con

el alelo S. cerevisiae.

Esto sugiere que algunas cepas hibridas, aisladas de regiones de clima
frio y con un origen comun (Peris et al., 2012c; Peris et al., 2018), han
evolucionado para adaptarse a ambientes de baja temperatura reajustando la
regulacion de la expresion génica de los promotores S. kudriavzevii,
especialmente los marcadores de estrés por frio (Combina et al.,, 2012;
Tronchoni et al., 2014). Una observacion intrigante fue que, a pesar de la relacién
observada con la contribucién del alelo S. kudriavzevii a y en las cepas mas
criofilicas, son propensas a perder partes de S. kudriavzevii mientras mantienen

la mayor parte del genoma de S. cerevisiae (Pérez-Torrado et al., 2017).

Nuestra hipotesis es que este efecto podria ser una consecuencia de las
restricciones genéticas generadas durante el origen genético de los hibridos que
limitan los niveles de ciertos factores de transcripcion, que afectan genes
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esenciales. Otro aspecto importante de la adaptacién de hibridos naturales a
baja temperatura es el contenido relativo de las especies cridfilas S. kudriavzevii
en sus composiciones gendmicas. Observamos una correlacidon negativa
interesante entre A y el porcentaje del genoma de S. kudriavzevii presente en la
cepa hibrida, lo que indica que el genoma de S. kudriavzevii contribuye a una
mejor adaptacion al estrés por frio. Un estudio previo (Oliveira et al., 2014; Paget
et al., 2014; Tronchoni et al., 2014) ha sugerido que otro mecanismo de
adaptacién a ambientes de baja temperatura ocurre en hibridos naturales

durante su historia de vida genética.

Los hibridos que evolucionan bajo presidén de estrés por frio tienden a
mantener los alelos S. kudriavzevii, mientras que los aquellos sin estrés por frio
tienden a perderlos. Una pregunta interesante es por qué la composicidon
gendmica afecta mas a A, mientras que u depende mas de la contribucién de
diferentes alelos a la expresion génica. Esto requerira mas investigacion, pero
una hipoétesis inicial que proponemos es que los genes relacionados con el
crecimiento, como el metabolismo central del carbono, como GPD1, necesitan
una regulacion ajustada para realizar una funcién optimizada y coordinada. Esto
podria hacerse adaptando los niveles de diferentes alelos, mientras que la
consecuencia presencia/ausencia de reorganizacion genomica es menos

precisa.

Este conocimiento puede ser muy interesante para aplicaciones
industriales, especialmente para optimizar y comprender una de las técnicas que
ha atraido mas atencion en ultimos afios en biotecnologia industrial aplicada:
generacion de nuevos iniciadores por hibridacion artificial. Estudios recientes
han sugerido que los hibridos artificiales tienden a mantener al menos una copia

de cada genoma parental (Pérez-Través et al., 2014).

A la luz de nuestros datos, esto sugiere que los hibridos artificiales
podrian ser mas eficientes para ajustar u en la condicién deseada. Sin
embargo, el proceso de estabilizacion utilizado para la generacién artificial de
hibridos se produce después de unas pocas generaciones, mientras que los

hibridos naturales han evolucionado durante miles de aros.
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Por otro lado, en la caracterizacion enoldgica de los hibridos naturales S.
cerevisiae x S. kudriavzevii realizada en el presente trabajo mediante el analisis de
las cinéticas de fermentacion de los azucares residuales, los principales
metabolitos y aromas producidos, indic6 que algunas de estas cepas hibridas
muestran un mejor rendimiento en fermentaciones vinicas a baja temperatura y
que son candidatos importantes a utilizarse como cultivos iniciadores en ciertas
fermentaciones, especialmente en vinos blancos fermentados a baja temperatura
(Molina et al.,, 2007). Ademas, los hibridos CECT11002 y SPG172 destacan

debido al buen perfil aromatico de los vinos producidos.

Debe notarse que los hibridos fueron los primeros en consumir el 50% de
los azucares presentes en el mosto sintético, en comparacién con las cepas
control S. cerevisiae T73 (representante de las levaduras vinicas) y S. kudriavzevii
CR85 (una de las especies mejor adaptadas al crecimiento a baja temperatura)
(Pérez-Torrado et al.,, 2018). Entre los hibridos vinicos que tardan mas tiempo
para terminar la fermentacién, encontramos a PB7, un hibrido tetraploide aislado
del norte de Espafa (Ledn) y AMH de Alemania, el cual, comparado con el resto

de los hibridos, tiene el contenido mas bajo de S. kudriavzevii en su genoma.

Cuando comparamos la tasa maxima de consumo de azucares (m),
observamos que la cepa mas lenta fue CECT1388, una cepa que se aislé de la
cerveza, presentando un valor promedio de tasa maxima de consumo de
azUcares de 0.28 g L' h'. También es importante notar que las cepas S.
cerevisiae T73 y S. kudriavzevii CR85 estan entre las cepas con la m mas baja,
junto con los hibridos AMH y PB7. De la misma forma que en el caso anterior, no
es posible establecer una relacion entre la fuente de aislamiento y el
comportamiento de este parametro, debido a que encontramos bajas tasas de
consumo de azucares tanto para cepas vinicas como para cepas cervecera,
aunque es importante el hecho de que dos cepas vinicas con baja tasa de
consumo de azucares, presentan caracteristicas especiales tal como se indico

anteriormente.
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Con respecto a la fase de latencia (A) nuestros resultados muestran una
fase de latencia mas corta para la mayoria de los hibridos naturales que para S.
cerevisiae T73 y S. kudriavzevii CR85, indicando una mejor adaptacion para

fermentar a baja temperatura.

Una interesante e inesperada correlacion ha sido encontrada entre los
perfiles de consumo de azucares mas rapidos y la cantidad de alcoholes
superiores y ésteres producidos durante la fermentacion vinica a través de la ruta
de Ehrlich. La formacion de estos compuestos esta relacionada al balance redox
dentro de las células de levadura (Margalit 2004; Pretorius y Lambrechts, 2000).
Por ello, una posible explicacion es que las células que consumen lentamente los
azucares, tienen mas tiempo para diversificar el balance redox con otras rutas
compensatorias que atraen menor flujo metabdlico que la ruta de Ehrlich, como la
ruta de las pentosas fosfato (Cadiere et al., 2011). Sera necesario realizar estudios
metaboldmicos especificos para probar esta hipotesis y revelar la base metabdlica

de este hallazgo.
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1.

Los resultados mostraron diferencias significativas en la adaptacién a
bajas temperaturas de los hibridos naturales S. cerevisiae x S.
kudriavzevii, observando las mayores diferencias en el crecimiento a 8°C,
estando los hibridos vinicos mejor adaptados que los no vinicos.

Los hibridos naturales presentan a bajas temperaturas menores tasas
de crecimiento (M) que el parental S. kudriavzevii, pero mayor que el
parental S. cerevisiae. No se pudo observar una correlacién entre este
valor y la fuente de aislamiento, vinico o cervecero.

También respecto a la fase de latencia (A), los hibridos requieren un
mayor tiempo de adaptacion a bajas temperaturas (8 y 12 °C) que el
parental S. kudriavzevii. Por lo tanto los datos indican que esta especies
esta mejor adaptada a fermentar a bajas temperaturas que los hibridos.
Tampoco la fase de latencia se relaciona con el origen de aislamiento.
Los hibridos que mostraron menor A fueron dos aislados vinicos suizos,
SPG319 y SPG14-91, y uno cervecero, CECT1103.

Sin embargo, en los hibridos S. cerevisiae x S. kudriavzevii si se ha
observado una correlacion entre la adaptacion a las bajas temperaturas
y el contenido genomico proveniente del parental S. kudriavzevii, lo que
confirma la importante contribucién del parental S. kudriavzevii en la
adaptacion a bajas temperaturas de estos hibridos.

Nuestros resultados mostraron que las cepas con una mayor tasa de
crecimiento a 8°C presentaban una mayor relacion de expresion de los
alelos S. kudriavzevii que de los alelos S. cerevisiae para los genes
NSR1, GPD1 y GUT2, marcadores de estrés por frio en la especie
S. kudriavzevii.

La caracterizacion enoldgica en fermentaciones con mosto sintético a
baja temperatura, mostré6 un mejor comportamiento de los hibridos
naturales S. cerevisiae x S. kudriavzevii que sus parentales, tanto en lo
que respecta a la cinética de consumo de azucares como en la menor
fase de latencia.

Entre los hibridos, los que mas tiempo requirieron para finalizar la

fermentaciéon se encuentran los no vinicos, pero curiosamente también
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los aislados vinicos AMH y PB7. Cabe destacar que el hibrido AMH, es
un hibrido tetraploide que presenta el menor contenido en su genoma de
la especie S. kudriavzevii, y que PB7 también es un hibrido tetraploide,
que ademas pertenece a un linaje unico, diferente a los de los restantes
hibridos vinicos.

En la presente tesis, se puso a punto con éxito una nueva metodologia
de obtencion de hibridos artificiales basada en la utilizacion de
plasmidos de resistencia a antibiéticos como marcadores de seleccién.
Una vez obtenidos los hibridos se forzo6 la pérdida de los plasmidos, por
lo que los hibridos resultantes no presentan ningun tipo de mutacion
marcadora.

Los hibridos artificiales se estabilizaron y evolucionaron en las
condiciones de estrés en las que sus parentales presentan ventajas: en
presencia de etanol, por la tolerancia aportada por el parental S.
cerevisiae, y a baja temperatura, a la que esta adaptado el parental S.

kudriavzevii.

10. Los hibridos artificiales evolucionados a baja temperatura se adaptaron

11.
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mejor que los evolucionados en etanol o los evolucionados sin estrés.
Asi, presentaron una mayor tasa maxima de crecimiento y una menor
latencia en la mayoria de las condiciones de crecimiento ensayadas.

También, se pudo observar como a medida que avanza el proceso de
evolucion aumenta el crecimiento maximo asintético para los hibridos
evolucionados a bajas temperaturas, pero disminuye para los restantes
hibridos, los evolucionados en presencia de etanol y los evolucionados

sin ningun tipo de estrés.
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