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ADN

°C
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Cwp
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dNTP
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g

GDP-manosa
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h
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Alanina

Acido desoxiribonucleico
Cisteina

Grado Centigrado
Centimetro

Proteina de la pared celular
Acido Aspartico

Dalton

Digoxigenina

Densidad optica
Dimetilsulfoxido
Desoxiribonucledtidos
Deoxiuridin trifosfato
Acido etilendiaminotetracético
Glicina

Gramo

Gunosina difosfato manosa
Glicosil fosfatidil inositol
hora

Hectolitro
Isopropyl-p-D-tio-galactosido
Kilodalton

Litro
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M Molar

mA Miliamperios

min Minuto

mM Milimolar

ml Mililitro

N Asparagina

nM Nanomolar

ORF Open Reading frame

p Peso

pb Par de bases

pl Punto isoeléctrico

PIR Proteina con repeticiones internas
PFGE Pulse Field Gel Electrophoresis
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
S Serina

SDS Dodecilsulfato sodico

seg Segundo

TEMED Tetrametiletilendiamina

Tris Trihidroximetil-aminometano
rpm Revoluciones por minuto

RE Reticulo endoplasmatico

U Unidad enzimatica

uv Ultravioleta
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\Y%

v
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pm
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Voltios

Volumen
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1. Origen de las bebidas alcoholicas

Las bebidas alcoholicas son el producto de mayor produccion dentro de las empresas
biotecnoldgicas. En esencia estas bebidas son soluciones aromatizadas de etanol
derivadas de numerosos sustratos, como los cereales (cebada en la cerveza), frutas (uva
en el vino) o cualquier carbohidrato (licores destilados). La bebida de mayor consumo y

produccion a nivel mundial es la cerveza seguida por los vinos de mesa.

La fermentacion alcoholica es probablemente el proceso biotecnoldgico mas antiguo
desarrollado por el hombre del que existen evidencias arqueoldgicas de mas de 7000
aflos. Las primeras bebidas debieron ser hechas a partir de sustratos muy azucarados, y
zumos de frutas, que al entrar en contacto con las levaduras silvestres presentes en la
superficie de las frutas habrian fermentado. Las bebidas alcohdlicas elaboradas a partir
de sustratos amilaceos son mas complejas, ya que es necesario un paso previo de
germinacion para que actlien las enzimas amiloliticas, de manera que el hombre debio
desarrollar el proceso del malteado. No fue hasta el siglo XV que se elaboraron las

primeras bebidas destiladas (Garcia Garibay & Lopez-Mungia Canales, 2004).

El vino ha evolucionado al mismo tiempo que las civilizaciones humanas. Las primeras
evidencias de la elaboracion del vino se remontan a 6000 afios a.C. en el Caucaso y
Mesopotamia. Existen también evidencias de su elaboracion por parte de los egipcios y
los fenicios sobre el afio 5000 a.C y asi mismo en Grecia y Creta en el 2000 a.C. La
gran distribucion del vino tuvo lugar con la expansion del Imperio Romano por el
Mediterraneo en el ano 500 a.C., expandiéndose finalmente a los Balcanes y norte de
Europa, asi como a Gran Bretafia. En América fue introducido por los conquistadores
espafioles en el siglo XVI, plantando Vitis vinifera por primera vez en 1530 en M¢jico,
Argentina, Pert y Chile. En siglo XVII se introdujo en Sudéfrica y finalmente en el

siglo XIX en Australia y Nueva Zelanda (Robinson, 1994).

También la elaboracion de la cerveza ha evolucionado con las civilizaciones humanas.
En este caso, las primeras evidencias se remontan a 4000 a.C. en Mesopotamia, donde
se elabord por primera vez. También los egipcios entre los afios 1550-1070 a. C.
llevaron a cabo la elaboracion de cervezas y se mantuvo hasta que los musulmanes
conquistaron la region en el siglo VIII. Sin embargo, la cerveza ya se habia extendido
mas alla del Oriente Medio, llegando de mano de los mercaderes a las islas britanicas,

donde los romanos la encontraron en el afio 55 a.C. (Hornsey, 1999). Ya en la Edad
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Media la cerveza estaba extendida por toda Europa, y su elaboracion habia quedado mas
o menos confinada a los monasterios, que eran los encargados de abastecer del producto
a la comunidad local. Fue en estos monasterios donde comenzaron a realizarse mejoras
en la produccion cervecera, y donde se lograron distintos tipos de cerveza, algunos de
los cuales perduran en la actualidad. Por ejemplo, los monjes de Babiera observaron que
algunas levaduras tendian a hundirse mientras que otras flotaban, y que la cerveza
elaborada con las primeras era mas estable, ya que las cervezas elaboradas con
levaduras de fermentacion alta eran mas susceptibles de sufrir infecciones. Ademas las
cervezas elaboradas con levaduras de fermentacion baja eran mas claras, mas
espumosas y mas estables. También observaron que la estabilidad mejoraba cuando se
almacenaban a baja temperatura en bodegas, lo que permitié que se elaborase cerveza
durante todo el afo. Otra mejora introducida por los frailes cerveceros por primera vez
en el afio 736 d.C., fue el lupulo, que aromatizaba y favorecia la conservacion de la

cerveza (Hornsey, 1999)
2. El vino y cerveza en la actualidad

2.2. El vino

En la década de los noventa del siglo XX, la industria vitivinicola sufrié un cambio
debido a la globalizacion. La entrada en el mercado internacional de los vinos llamados
del “Nuevo Mundo”, procedentes de Estados Unidos, Australia, Chile, Argentina,
Sudafrica y Nueva Zelanda, supuso la pérdida de mercado y el incremento en la
competencia para los vinos europeos también llamados “Tradicionales”. Al mismo
tiempo se produjeron cambios en el consumo de los vinos, desencadenandose una crisis
que ya se habia ido gestando en los ochenta. Asi el consumo de vino, dominado por
vinos de mesa de bajo coste y escasa diferenciacion, cay6 a razéon de 5 Hl/afio. A partir
de 1995 la situacion se estabilizd y el consumo comenzd a aumentar alcanzando en
algunos paises el 40% de del consumo total de bebidas alcoholicas. Al mismo tiempo
que aumentd el consumo también se produjeron cambios en los hébitos de los
consumidores observandose una preferencia por los vinos de calidad, los vinos
varietales y los vinos tintos, mientras que la demanda de vinos de mesa sufri6 un
decrecimiento continuo. Actualmente se observa que es el consumidor de vino el que

modela el mercado con sus gustos y preferencias (Calderon & Blanco, 2005).
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La produccion mundial de vino en el ano 2009 fue de 268.700.000 HI, lo que convierte
la elaboracion de esta bebida en una gran industria. La industria del vino esté sujeta a la
dindmica de cambios que caracterizan el mundo del siglo XXI, y que no tiene
precedentes en ninguna época anterior. Por ello, aunque la industria del vino sea una
industria tradicional, las regiones productoras tienen que elaborar planes de mejora en
funcion de la tendencia del mercado, de manera que si no lo hacen estan abocadas a
desaparecer. La competencia creada de esta manera da lugar al aumento de la diversidad

y la innovacién en la industria del vino (Calderéon & Blanco, 2005; Pretorius, 2000).

A principios del siglo XVII el vino era considerado como una bebida sana facilmente
almacenable, mientras que actualmente el vino es considerado como una bebida
universal de uso moderado, que es sinénimo de cultura y de un estilo de vida social. La
actual vision del vino hace que sea necesaria la existencia de un equilibrio entre la
elaboracion tradicional y las innovaciones tecnologicas, de manera que haya un
encuentro entre las demandas de los productores y las preferencias de los consumidores.
La innovacion tecnologica es un punto clave en el éxito de la industria vinica en el siglo
XXI, y esto incluye la innovacion biotecnoldgica orientada a resolver los problemas de
la industria, asi como a crear nuevas oportunidades estratégicamente importantes que
armonicen con la complejidad que suman el mercado, la cultura, la sociedad, el

medioambiente y los factores tecnoldgicos (Pretorius, 2000).

Las mejoras hasta el momento han tenido lugar sobre los procesos de elaboracion del
vino, en las practicas enologicas y de viticultura. Sin embargo, actualmente ha surgido
una nueva linea de innovacion, que es la mejora genética de las uvas y de las levaduras

implicadas en la produccién del vino (Pretorius, 2000).
2.2. La cerveza

La cerveza en el siglo XX se ha convertido en la bebida alcohélica de mayor consumo
mundial en términos de volumen. En EEUU se ha convertido en la bebida mas popular
después del té y el agua (Schmitt, 2011). Si en la década de los sesenta el consumo de
cerveza era el doble que el del vino, en el afio 2005 era seis veces mayor. En el afio
2005 la produccion de cerveza ha generado 130 billones de dodlares frente a los 65

billones de dolares generados por el vino (Colen & Swinnen, 2010).
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En la actualidad el mercado de la cerveza también ha ido cambiando, asi aunque las
ventas de cerveza en Europa y América del Norte han descendido, han aumentado en
China, Rusia, América Latina, Europa de este, Asia y Africa. A pesar de ello los

mayores consumidores mundiales de cerveza son EEUU y China (Schmitt, 2011).

La distribucion del consumo de cerveza tradicionalmente ha estado ligado a zonas de
produccion de cebada y cereales, debido a los distintos tipos de cereales empleados en
la elaboracion de las distintas variedades cerveceras. Por este motivo la produccion de
cebada se ha convertido en un mercado importante para los paises productores,
convirtiéndose ademas en un producto con sus propios impuestos. Asi la produccion
mundial de cebada entre 2001 y 2003 fue de 140.000.000 de toneladas de las que
25.000.000 de toneladas fueron empleadas para el malteado, siendo las areas de mayor
produccion mundial de cebada, Europa y el Oriente Medio. La demanda de variedades
de cebada ha hecho que se desarrollen distintos programas de cultivo, con lo que cada
afio se obtienen nuevas variedades de cebada que enriquecen el mercado (Riese &

EBlinger, 2009).

Desde sus origenes han surgido distintas variedades de cerveza en funcion de la zona de
produccidn, como consecuencia de las materias primas disponibles. La tecnologia ha
tenido un papel fundamental en el desarrollo de la cerveza durante todo el milenio,
dentro de estas tecnologias se incluyen el desarrollo del malteado, la utilizacion del
lapulo para mejorar el sabor y el aroma, o el conocimiento de los microorganismos
implicados en la fermentacion. En la actualidad los procesos y los equipos han
evolucionado permitiendo el desarrollo de nuevos productos acordes con la demanda de
los consumidores, como la cerveza sin alcohol o la cerveza dietética (Burberg &

Zarnkow, 2009).
3. Levaduras asociadas a la elaboracion del vino y la cerveza

El primero en evidenciar la actividad de organismos microbianos durante la
fermentacion fue Louis Pasteur en 1863. Demostrd que las levaduras eran los
principales responsables de la fermentacion en los vinos, basandose en los trabajos de
Antonie van Leewenhoek, quien en 1680 fue el primero en observar levaduras al
microscopio, y de otros tres investigadores, Cagniard-Latour, Kiitzing y Schwann, que

en 1830 demostraron que eran organismos vivos (Barnett, 1998).
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La fermentacion alcohodlica es el proceso por el cual las levaduras transforman el azicar
del mosto en etanol y CO; en ausencia de oxigeno. Tanto la fermentacion del mosto
como la produccién del vino son procesos bioquimica y ecoldgicamente complejos, en
los que hay desarrollo secuencial de especies de microorganismos, condicionado por el
ambiente, en el que interaccionan especies de hongos, levaduras y bacterias acido

lacticas y acido acéticas (Fleet, 1993; Fleet, 1998; Pretorius, 2000).

Las levaduras son microorganismos eucariotas unicelulares que se encuentran tanto en
el grupo de los ascomicetes, los basidiomicetes como en el de los fungi imperfecti, que
se dividen fundamentalmente por gemacion (division asimétrica) y raramente por fision,

y que en estado sexual no producen cuerpos fructiferos (Kurtzman & Fell, 1998).

El zumo de las uvas es un medio muy rico que en el que pueden crecer multitud de
microorganismos, sin embargo, el bajo pH, entre 3 a 3.5, y el alto contenido en azlcar
(200mg/1) ejercen una presion selectiva sobre las poblaciones de microorganismos. Una
vez que la fermentacion comienza, las condiciones anaerdbicas creadas contribuyen a
seleccionar solamente los microorganismos capaces de crecer sin oxigeno (Rainieri &

Pretorius, 2000).

En los vinos elaborados tradicionalmente, que se producen a partir de fermentacion
espontanea sin indculo, las levaduras pueden proceder de la superficie de las uvas, de la
bodega, del material empleado durante el procesamiento de las uvas, del personal
responsable del proceso, e incluso de los insectos visitadores (principalmente especies
del género Vespa). Asi, segun el viledo y la bodega, existen levaduras consideradas
autdctonas y otras consideradas aldctonas. Ademas la microflora presente en las uvas
varia con el tipo de uva, la temperatura, la lluvia y otras influencias climaticas como el
suelo, la fertilizacion, irrigacidon y practicas de viticultura. Hasta el momento se han
identificado 15 géneros de levadura distintas implicadas en el proceso de elaboracion
del vino: Brettanomyces y su equivalente sexual Dekkera, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Hanseniaspora y su equivalente sexual Kloeckera, Kluyveromyces,
Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes,

Schizosaccharomyces y Zygosaccharomcyes (Pretorius et al., 1999; Pretorius, 2000).

Las distintas especies de levaduras se van sustituyendo secuencialmente en funcion de
los cambios que van ocurriendo en las uvas y en el mosto hasta la obtencion del vino.

Las especies mayoritarias en la superficie de la uva son Kloeckera apiculata y
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Hanseniaspora uvarum, que constituyen entre el 50% y el 75% de la poblacion. Otras
especies menos numerosas pertenecen a los géneros Candida, Brettanomyces,
Cryptococcus, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia y Rhodotorula (Fleet, 1993;
Fleet, 1998; Pretorius, 2000). Estos géneros, también conocidos como no-
Saccharomyces, estan presentes sobre todo al inicio de las fermentaciones espontaneas,
pero hacia la mitad y hasta el final del proceso de fermentacion, S. cerevisiae se
convierte en la especie dominante debido a su tolerancia a niveles altos de etanol

(Pretorius, 2000; Rainieri & Petorius, 2000; Fleet, 2008).

Aunque S. cerevisiae apenas esta presente en los habitats naturales, siendo el habitat
primario las especies del género Quercus, no es una especie particularmente asociada a
la uva hasta bien entrada la maduracion de las bayas tras ser visitados los vifiedos por
diferentes insectos sin embargo esta especie es abundante en el mosto y en las
superficies de los equipos bodegueros, siendo la levadura més abundante de entre las
que estan presentes en las superficies de las bodegas (Davenport, 1976; Martini, 1993;
Martini et al., 1996; Fleet, 1998). S. cerevisiae presenta el catabolismo fermentativo
mas eficiente y, por ello, es la especie preferida por los productores de vino como

iniciadora de la fermentacion alcoholica (Pretorius, 2000).

Originalmente la fermentacion de la cerveza ocurria de manera espontanea gracias a las
levaduras presentes en las cervecerias y en la materia prima empleada en el proceso. A
partir del descubrimiento de que las responsables de la fermentacion alcohdlica eran las
levaduras, comenzaron a aislarse cultivos microbianos puros, de manera que en 1881
Hansen aislé por primera vez un cultivo de levadura cervecera que denomind

“Carlsberg Yeast Number 17 (Saerens et al., 2010).

Tradicionalmente los cerveceros han distinguido dos tipos de levaduras cerveceras: ale
y lager, clasificadas en funcién de su capacidad de floculacion. Asi, las levaduras tipo
ale tienden a flotar a la superficie de los tanques de fermentacion por lo que también son
conocidas como “top fermenting yeast”. Las levaduras de tipo lager sedimentan en el
fondo de los tanques por lo que son también conocidas como “bottom fermenting
yeast”. Una diferencia importante entre ambos tipos de levaduras es la temperatura de
fermentacion, de manera que las levaduras de tipo ale fermentan entre 15°C y 26°C

mientras que las de tipo lager lo hacen entre 8°C y 15°C (Saerens ef al., 2010).
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Las levaduras ale y lager pertenecen al género Saccharomyces sin embargo los analisis
fisiologicos y genéticos han demostrado que se trata de dos especies distintas. En un
principio las levaduras tipo ale fueron clasificadas como S. cerevisiae y las de tipo lager
como S. carlsbergensis, aunque posteriormente se incluiria en la especie S. pastorianus
(Vaughan-Martini & Martini, 1987; Nakao et al., 2009; Saerens et al., 2010). Estudios
de hibridacion ADN-ADN demostraron que la especie S. pastorianus es un hibrido de
las especies S. cerevisiae y S. bayanus, y que tiene tres tipos de cromosomas, los
cromosomas tipo S. cerevisiae, cromosomas tipo S. bayanus y, finalmente, cromosomas
resultantes de la recombinacion de los dos tipos anteriores; estos resultados fueron
confirmados cuando se analiz6 el genoma completo de la cepa Weihenstephan 34/70 de

S. pastorianus (Tamai et al., 1998; Querol & Bond, 2009; Nakao ef al., 2009).

En el mosto cervecero aparte de las levaduras fermentadoras empleadas como cultivos
iniciadores pueden existir bacterias y otras especies de levaduras que pueden pertenecer

o no al género Saccharomyces conocidas como levaduras silvestres.

Las levaduras silvestres se encuentran presentes en el mosto y en la cerveza terminada,
pero su presencia no es deseada. Existen diversos géneros de levaduras que han sido
aisladas de las plantas cerveceras y que se consideran levaduras silvestres:
Brettanomyces, que es necesario para la produccion de cerveza ldmbica debido a su
capacidad de producir acidos deseables; Hansenula, forman una pelicula que si se
dispersa aumenta la turbidez general; Pichia, forman un pelicula superficial en la
cerveza como consecuencia de su naturaleza aerobia; Candida; Torulopsis;

Debaryomyces; Kloeckera; Kluyveromyces; Rhodotorula (Hornsey, 1999).

La mayoria de los microbios indigenas procedentes del agua de la cerveceria, la malta y
los lpulos no sobreviven a la fase de ebullicion, lo que en la préactica conlleva que hay
pocas especies de bacterias y hongos capaces de alterar las caracteristicas de la cerveza

(Hornsey, 1999).
4. Seleccion y mejora de las levaduras

La practica de las fermentaciones espontaneas prevalecid hasta la década de los 80 ya
que se consideraba que las levaduras asociadas a los vifiedos y bodegas conferian un
estilo y calidad distintivos a los vinos. Sin embargo, la contribucion individual y

colectiva de las levaduras indigenas a las caracteristicas del vino es variable, y supone
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que no se puedan predecir ni reproducir sus caracteristicas finales. Esta pérdida de
reproducibilidad y predictibilidad ha supuesto el desarrollo de cultivos iniciadores de la
fermentacion también llamados cultivos “starter”, que son cultivos de levaduras,
generalmente S. cerevisiae, que han sido seleccionados por sus caracteristicas y que
permiten controlar las fermentaciones y las caracteristicas finales del producto

(Pretorius, 2000; Moreno-Arribas & Polo, 2005; Cebollero et al., 2007).

A pesar de que actualmente hay viticultores que realizan fermentaciones espontaneas,
los productores de vino a gran escala utilizan los cultivos iniciadores, de manera que se
aseguran una fermentacion rdpida y segura esencial para obtener un vino con
caracteristicas organolépticas de calidad predecible. Por ello las grandes bodegas son las
beneficiarias de los programas de produccion de nuevas levaduras que conllevan una
mayor seguridad en el proceso, y permiten obtener productos asequibles y de gran

calidad (Preotrius, 2000).

La seleccion de las levaduras consiste en la identificacion de aquellos cultivos que
fermenten el mosto de manera eficiente y que produzcan vinos de calidad. Las cepas
seleccionadas suelen ser aisladas de mosto y de vino debido a que estdn adaptadas al
ambiente enologico. Esta seleccion, también conocida como seleccion clonal, se realiza
en funcién de las propiedades enoldgicas de los cultivos aislados. Las propiedades
pueden ser tecnologicas, que son aquellas que mejoran la eficiencia del proceso de
fermentacion, y cualitativas, que son las que determinan la composicion e influyen en
las caracteristicas sensoriales del vino (Zambonelli, 1998; Rainieri & Pretorius, 2000;
Saerens et al., 2010). Con el proceso de seleccion clonal raramente se consiguen clones
puros que contengan todas las caracteristicas deseadas, pero sin embargo constituyen
una fuente de biodiversidad que es fundamental para los programas de mejora genética

a los que se someteran posteriormente las levaduras (Giudici, 2005).

La mejora genética de las levaduras se ha realizado tradicionalmente mediante técnicas
de hibridacion sexual y parasexual, y por mutagénesis al azar. Sin embargo, estas
técnicas aunque permiten mejorar las caracteristicas deseadas, también suponen la
modificacién y pérdida de otras debido a la recombinacion o a la separacion de las
esporas en el primer caso, o a que las mutaciones son aleatorias en el segundo
(Cebollero et al, 2007). La mejora de las levaduras silvestres del género

Saccharomyces se ve dificultada porque son prototroficas, con bajos niveles de
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esporulacion y esporas con baja viabilidad y suelen ser homotalicas, heterozigoticas,
diploides o aneuploides y en algunos casos poliploides (Pretorius, 2000; Puig et al.,

2000; Blasco et al., 2008).

Una linea de actuacion que permite la mejora de distintos caracteres consiste en la
obtenciéon de cepas heterotilicas a partir de las cepas homotdlicas mediante la
interrupcion del gen HO responsable del homotalismo, de manera que se obtiene cepas
con la mitad de la carga cromosomica. La heterotalizacion permite la expresion de
alelos génicos que estaban enmascarados debido a la hetorozigosis en las cepas
homotélicas. Ademads, la heterotalizacion permite la mejora de las nuevas cepas
mediante técnicas clasicas de hibridacion como la del ADN recombinante (Van Zyl et

al., 1993; Tamai et al., 2001; Saerens et al., 2010)

La mejora de un determinado rasgo en las levaduras es complicado ya que muchos de
los caracteres enoldgicos son epistaticos (o hipostaticos) y muchos de los genes tienen
efectos pleiotropicos. Es necesario conocer la naturaleza genética de los mismos.
Actualmente se conoce la secuencia completa del genoma de distintas cepas de especies
de levaduras como S. cerevisiae y S. pastorianus lo que supone un gran avance en la

mejora de estas levaduras (Giudici ef al., 2005; Cebollero et al., 2007).

Los organismos genéticamente modificados tienen que cumplir una serie de requisitos
para poder ser empleados en la industria, y su uso estd estrictamente regulado en la
mayoria de los paises del mundo. Actualmente existen dos lineas de investigacion
orientadas a conseguir organismos genéticamente modificados que sean mejor
aceptados por los consumidores; por un lado en obtener levaduras con la menor
cantidad posible de ADN exogeno de otras especies evitando también el uso de genes de
resistencia a antibioticos; y por otro lado, obtener transformantes genéticamente estables
en ausencia de presion selectiva, con modificaciones génicas integradas en el genoma y

sin plasmidos con replicacion autonoma (Cebollero et al., 2007).
5. Homotalismo y heterotalismo

Las levaduras de género Saccharomyces tienen dos tipos de ciclos de vida, como
haploides o como diploides. Las células haploides pueden ser de dos tipos conjugantes,
a 0 0, que se unen entre si por conjugacion para dar lugar a un diploide a/a, este a su vez

se divide por meiosis para dar de nuevo células haploides a y a, pero no puede conjugar.
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El diploide puede crecer vegetativamente en este estado o puede esporular dando lugar a

cuatro esporas contenidas en un saco que es conocido como asca.

Segun su ciclo de vida las levaduras del género Saccharomyces se clasifican como
heterotalicas u homotalicas (Figura 1). Las células heterotalicas son de tipo conjugante
estable, de manera que cuando se dividen por vegetativamente las células a dan lugar a
células a, y las células a dan lugar a células a. Solamente conjugan dos células de tipo
opuesto para formar un diploide que por meiosis dara lugar a células haploides de
ambos tipos conjugantes. En el caso de las células homotélicas las células diploides
esporulan dando lugar a cuatro esporas haploides, éstas se dividen por mitosis y la
célula madre cambia su tipo conjugante fusionandose con la hija y dando lugar de esta

manera a un nuevo diploide a/a (Herskowitz & Jensen, 1991; Rainieri ef al., 2003).

Conjugacion Esporulacidn

[

% Germinacidn j

&

HETEROTALICO

L. . Q- O O Cambio de
Esporulacion °° Germinacion M MAT 3
00 % O

Conjugacién ‘/

HOMOTALICO

/

Figura 1. Ciclo de vida de una levadura heterotalica y de una levadura homotalica.

El tipo conjugante de las células haploides estd determinado genotipicamente en el locus

MAT ubicado en el cromosoma III. Las dos variantes del locus MAT, MATa y MATa.,
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difieren en su secuencia, tamafio y contenido genético. Ademas, en cierto modo son
responsables de la produccion y respuesta a feromonas, aglutinacion, apareamiento y
esporulacion (Herskowitz & Oshima, 1981; Metzenberg & Glass, 1990). MATa codifica
para dos proteinas, Matalp y Mato2p, la primera activa un set de genes a especificos
como los que codifican para la feromona factor-a y para un receptor transmembrana del
factor a, la segunda es un represor de los genes a especificos como los que codifican
para el factor a y para un receptor transmembrana del factor a (Keleher et al., 1989;
Herschbach et al., 1994; Patterton & Simson., 1994; Haber, 1998). MATa codifica a su
vez para dos proteinas, Matalp y Mato2p. Matalp se combina con Mato2p para formar
un complejo represor que inhibe la expresion de Matalp, de todos los genes especificos
de a, y de todos los genes especificos de a con lo que el diploide no puede conjugar

(Haber, 1998; Soll et al., 2009).

El tipo de MAT conlleva muchas diferencias entre las células, y no solamente entre
haploides y diploides, sino también entre diploides MATa/MATo. y diploides
homozigotos (MATa / MATa 6 MATo / MATa. ). Asi los diploides heterocigotos para
MAT pueden iniciar la meiosis y esporular mientras que esto es imposible para los
diploides homozigotos. La forma de dividirse vegetativamente también esta
influenciada por este hecho, de manera que tanto las células haploides como los
homozigotos para MAT tienen un patrén axial de produccion de yemas que facilita la
conjugacion, mientras que las células diploides heterozigotas presentan un patron de

formacion de yemas polar (Chant, 1996).
5.1. Cambio del alelo MAT

El cambio del locus MAT depende de cuatro fendmenos: (a) el linaje celular, ya que
solamente la mitad de las células de una poblaciéon cambian cada vez; (b) la presencia
de dos copias silenciadas de los genes MAT, que actuaran como donantes cuando ocurra
el cambio; (c) la existencia de un sitio especifico de corte de la doble hebra, de manera
que se produzca la recombinacion en MAT y se reemplace la secuencia Ya o la Ya; y,

(d) un mecanismo que regule el uso selectivo de los donantes (Haber, 1998).

Los primeros estudios sobre el cambio del locus MAT identificaron dos loci adicionales
necesarios para el reemplazamiento de los alelos MAT que son HML y HMR, que
contienen versiones silenciadas de MAT. El locus HML contiene informacion silenciada

equivalente a la expresada en MATa en el alelo HMLa, mientras que el locus HMR
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contiene informacion silenciada equivalente a MATa, en el alelo HMLa (Santa Maria &

Vidal, 1970; Naumov & Tolstorukov, 1973; Harashima & Oshima, 1976).

La transposicion de estos alelos se explica mediante el “modelo de transposicion del
cassette” (Figura 2) (Hicks & Herskowitz, 1977; Herskowitz, 1988). El segmento de
informacion que determina el tipo conjugante de las células se denomina ‘“casete
genético” porque se expresa en una posicion (en el locus MAT) pero no en la otra (en los
loci HML y HMR) (Herskowitz, 1988). Segtin este modelo el cambio de a a a consistiria
en la eliminacion del locus MAT 'y su substitucién por la informacién localizada en
HMR. Esta transposicion no altera la composicion de la secuencia donante HMR, sino
que las secuencias de HMLo y de HMRa son copiadas e insertadas en el locus MAT en

el lugar del alelo MAT (Hicks et al., 1979).

La presencia de copias intactas pero no expresadas de los genes de conjugacion en los
loci HML y HMR, implican que mantienen una configuracion silenciada por la accion
de genes situadosa ambos lados de estos loci y que actiian como silenciadores (Brand et
al., 1985; Loo & Rine, 1994; Braunstein ef al., 1996; Stone & Pillus, 1998; Weiss &
Simpson, 1998).

La transposicion del la informacion del casete de HML o de HMR a MAT esta catalizado
por el producto del gen HO, que codifica para una endonucleasa especifica que inicia la
conversion del tipo conjugante. La endonucleasa HO reconoce un sitio de 18 pares de
bases en el locus MAT y provoca la rotura de la doble hebra en esta posicion. Una vez
que se ha producido la rotura y el locus es reparado por un proceso mediante el cual la
informacion contenida en HML o en HMR se copia y reemplaza las secuecias
eliminadas del locus MAT, quedando los dos loci donantes intactos (Strathern et al.,
1982; Kostriken et al., 1983; Kostriken & Heffron, 1984). Cuando la endonucleasa HO
corta la doble hebra en MAT, deja 4 pb en el extremo 3’, que son procesadas por una o
dos exonucleasas 5°-3'que crean largas colas en el extremo 3. Estas colas se crean
porque este extremo es muy resistente a la eliminacion por parte de las exonucleasas,
aunque también es posible que no existan exonucleasas que actiien en sentido 3'-5"0
bien que los extremos estén protegidos. Las colas en el extremo 3’se pueden asociar con
recombinasas que facilitan la busqueda de regiones homdlogas para iniciar la

recombinacion (Szostak et al., 1983; Haber, 1998).
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HMLo. MATa HMRa

OFF ON OFF
X Z X Z X Z

HO
Reemplazamiento del casete Transposici
ransposicion
v
HMLo. MATa HMRa

X Z X Z X Z

OFF ON OFF

Figura 2. Modelo de transposicion del cassette.

La eleccion entre HML y HMR no es aleatoria, las células a preferentemente reparan la
hebra rota con el casete a del HMR, mientras que las células a utilizan preferentemente
el casete a del HML (Klar et al., 1982; Herskowitz, 1988). La direccionalidad del
intercambio refleja la imposibilidad de la endonucleasa para cortar la secuencia de
reconocimiento en los loci HML y HMR debido a que estos se encuentran ocluidos por
los nuclosomas en el ADN silenciado, asi, solamente se corta el locus MAT
convirtiéndose en el recipiente de ADN en este intercambio (Nasmyth, 1982; Weiss &
Simpson, 1998). Las células MATo eligen el HMRa en un 85 a 90% de las veces.
Existen dos mecanismos que determinan la preferencia por el donante. Las células
MATa activan el locus HML para recombinar preferentemente con el locus MAT, a
pesar de que el donante en HMR estd disponible como copia de seguridad para reparar
la rotura de la doble hebra. Las células MATa no activan el locus HMR del mismo
modo, sino que en lugar de ello, inactivan los donantes en HML haciendo de HMR el

unico donante disponible (Wu et al., 1996; Wu et al., 1997).
5.2. Significado bioldgico del intercambio del locus MAT

El resultado principal del cambio en el tipo conjugante es que a partir de células
haploides se forman células diploides estables, a/a, que son homozigotas para el gen
HO, y que permanecen estables debido a que este gen se encuentra inactivo por la

accion de los genes MATal y MATa2 (Jensen et al., 1983).
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El cambio del tipo conjugante sigue dos reglas fundamentales: (1) Las células
procedentes de una division celular son del mismo tipo conjugante que la célula madre.
(2) Unicamente las células que han formado una yema al menos una vez son
competentes para cambiar su tipo conjugante MAT (Hicks et al., 1977; Strathern &
Herskowitz, 1979). De manera que el cambio de MAT ocurre solo en las células madre y
nunca en las células hijas ni en las esporas, ya que el gen HO se expresa exclusivamente

en las células madre y tinicamente durante la fase G1 del ciclo celular (Cosma, 2004).
5.3. Homotalismo en S. cerevisiae y S. pastorianus

Tanto S. cerevisiae como S. pastorianus pertenecen al grupo de las Saccharomyces
sensu stricto, que son aquellas especies del género Saccharomyces que estan altamente
relacionadas entre si, y que en un principio fueron definidas por Van der Walt et al.
(1995) como aquellas especies del género Saccharomyces estrictamente asociadas a la
industria fermentativa. Estas especies estan tan intimamente relacionadas, que en
algunos casos pueden hibridar y producir una progenie viable y fértil. La mayoria de las
cepas pertenecientes a especies del grupo de las Saccharomyces sensu stricto son
homotalicas, tal como ocurre en las cepas silvestres de la especie S. cerevisiae y S.

pastorianus (Rainieri et al., 2003).

En S. cerevisiae el gen HO se encuentra en el cromosoma IV y codifica para la
endonucleasa responsable del cambio de tipo conjugante. Por tanto es responsable del
homotalismo y estd presente en la mayoria de las cepas silvestres diploides de S.

cerevisiae (Butler et al., 2004).

S. pastorianus es una especie resultante de una hibridacion entre S. cerevisiae y S.
bayanus, presentando dos tipos de genes HO, el gen Sc-HO (HO de tipo S. cerevisiae) y
el gen Lg-HO (gen HO especifico de levaduras tipo lager), ambos funcionales y
localizados en su respectivo tipo de cromosoma (Tamai ef al., 2000; Tamai et al., 2001).
Aunque ambos genes confieren el caracter homotalico a las cepas, la deleccion del gen
Lg-HO implica la conversion de éstas en heterotdlicas a pesar de conservar el gen Sc-

HO (Tamai et al., 2001; Nakao et al., 2009).
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6. La Pared celular de las levaduras

La pared celular de las levaduras era considerada un exoesqueleto rigido y estatico que
desempefiaba fundamentalmente una funcién estructural. Actualmente la pared celular
es considerada un orgénulo dindmico que cambia en funcidn del estado fisioldgico de la
célula (Stratford, 1994; Popolo & Vai, 1999). Las funciones mas importantes de la
pared celular son la regulacion osmotica y la proteccion fisica de la membrana
plasmatica y del citoplasma, pero también representa una barrera de permeabilidad
selectiva y actia como soporte para las enzimas inmovilizadas. La pared celular actia
en el reconocimiento y adhesion célula-célula especialmente durante la conjugacion y la

floculacion (Stratford, 1994).

La pared celular de las levaduras estda compuesta en gran medida por polisacaridos
(85%) y proteinas (15%). Los polisacaridos presentes en la pared son glucosa (80-90%),
N-acetilglucosamina (GlcNAc) (1-2%) y manosas (10-20%). Los residuos de glucosa se
unen entre si mediante enlaces B-1,3 y B-1,6 glucanos y mediante enlaces -1,4 glucano
a la GIcNAc, mientras que las manoproteinas se enlazan a las cadenas de B-1,6 glucosa
mediante un anclaje al glicosil fosfatidil inositol (GPI) procesado, o bien al B-1,3
glucano mediante enlaces alcalino sensibles. Asi la pared celular en su cara mas interna
esta formada por una red de moléculas de B-1,3 glucano unido entre si por puentes de
hidrogeno, haciendo de esqueleto al que se unen covalentemente el B-1,6 glucano y a la
quitina. La cara externa de la pared celular, sin embargo, esta compuesta por las
manoproteinas que estan unidas a los glucanos de la pared (Kollar ef al, 1997; Lipke &
Ovalle, 1998; Molina et al., 2000; Klis et al., 2002; Lesage & Bussey, 2006; Yin et al.,
2005). Los glucanos y la quitina dan forma y resistencia a la pared, mientras que las
manoproteinas actiian como barrera para retener las proteinas peripldsmicas y protegen
a la célula de los dafios causados por enzimas externas (Figura 3) (Lipke & Ovalle,

1998; Kapteyn .., 1999).
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Figura 3. Estructura de la pared celular de las levaduras.

6.1. Las manoproteinas

Las manoproteinas son proteinas que se modifican por unién a oligosacaridos de dos

formas, bien por N-glicosilacion o bien por O-glicosilacion.
- O-glicosilacion

Las proteinas O-manosiladas, reciben pequenas cadenas de manosa en el extremo
hidroxilo de los residuos de serina y treonina a través de un enlace a-glicosidico con el
grupo hidroxilico del carbono anomérico de la manosa. Los oligosacaridos O-ligados
consisten en pequefias cadenas de hasta 5 manosas, con los dos primeros residuos
unidos por enlaces a-1,2 y los siguientes por a-1,3. A pesar del pequefio tamano de estas
cadenas de manosa, estas proteinas tienen dominios ricos en serina-treonina, por lo que
el nimero de manosas ligadas por enlace O-glicosidico es significativo. El primer paso
de la O-glicosilacion ocurre en el reticulo endoplasmatico donde se une un unico
residuo de manosa que es transferido desde un precursor dolichyl-fosfato-manosa en los
residuos serina/treonina mediante una O-manosiltransferasa. Los siguientes pasos tienen
lugar en el aparato de Golgi y se catalizan por medio de una manosiltransferasa que

utiliza el GDP-manosa como donante de manosa (Figura 4A) (Lesage & Bussey, 2006).
- N-glicosilacion

El proceso de N-glicosilacion comienza cuando el complejo oligosacaril-transferasa
transfiere la estructura GlcsMangGlcNAc, desde el dolicol fosfato a un residuo de
asparragina que forme parte en la secuencia Asn-X-Ser/Thr, donde X representa

cualquier residuo aminoacidico excepto la prolina. Posteriormente tres residuos de
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glucosa y uno de manosa son eliminados por la actividad de la glucosidasas [ y I y la
manosidasa I, dando lugar a la estructura Man8GIcNAc2. Este proceso ocurre como

parte del control del plegamiento de las proteinas para entrar en el aparato de Golgi

(Lesage & Bussey, 2000).

Todas las glicoproteinas adquieren el mismo oligosacarido inicial en el reticulo
endoplasmatico. Las glicoproteinas intracelulares son modificadas con cadenas que
contienen de 9 a 13 residuos de manosa. Las glicoproteinas que son secretadas o que
forman parte de la pared celular, son ampliamente manosiladas en el aparato de Golgi,
quedando con una estructura final compuesta por una cadena de 50 residuos de manosa
unida en a-1,6, que se extiende desde el nicleo de N-glicano y que tiene enlazadas
cadenas de residuos a-1,2 que acaban en uniones a-1,3 ligados a residuos de manosa,
formando de esta manera una estructura ramificada con hasta 200 residuos de manosa

(Figura 4B) (Lesage & Bussey, 2006).
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Figura 4. Patrén de glicosilacién de las mannoproteinas. A) O-glicosilacion. B) N-glicosilacion. Asn

C

O-0-0-0-0-

(Asparragina); GlcNAc (N-acetilglucosamina); M (manosa); Ser (serina); Thr (treonina).
6.1.1. Tipos de manoproteinas de la pared celular

Las proteinas de la pared celular (CWP) se dividen proteinas ancladas al GPI (GPI-
CWPs) y las proteinas PIR (PIR-CWPs). Las primeras estan covalentemente ligadas al
B-1,6 glucano por medio de una forma acortada del anclaje al GPI. La adquisicion del
anclaje al GPI ocurre en el RE, donde un anclaje pre-ensamblado es transferido al

extremo C terminal de una proteina diana. Generalmente el anclaje del GPI ocurre en
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los residuos N/S/G/A/D/C que se encuentran entre los ultimos 40 aminoacidos del
extremo C terminal. La union del anclaje del GPI conlleva una corte proteolitico en el
extremo C terminal del residuo de union y la transamidacion entre el aminoacido
generado y la etanolamina-fosfato del GPI. Una vez que son exportadas se unen a las
cadenas de B-1,6 glucano a través del residuo de anclaje al GPI. Como el $-1,6 glucano
estd unido covalentemente al B-1,3 glucano o a la quitina, esto resulta en que las GPI-
CWPs estan fuertemente ancladas por enlaces covalentes a la pared celular, con lo que
se pueden liberar de la misma empleando B-glucanasas (Figura5) (Caro et al., 1997,
Molina et al., 2000; Jaafar & Zueco, 2004; De Groot et al., 2005; Lesage & Bussey,
2006).
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Figura 5. Union de las proteinas de la pared celular enlazadas a GPI (CWP-GPI) con la pared
celular. a) Estructura de la CWP-GPI unida a la membrana. b) Corte proteolitico del GPI. ¢) Union de la
CWP-GPI a la pared celular. EtN (etanolamina); GIcN (glucosamina); I (inositol); P (fosfato); M
(manosa); 1,6G (1,6-B-glucano); 1,3G (1,3-B-glucan).
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Las proteinas PIR-CWPs son también llamadas ASL-CWPs, ya que son proteinas de
union sensible al alkali (alkali-sensitive linkage). Son proteinas con repeticiones
internas, ricas en serina/treonina, que estan muy O-manosiladas. Tienen un péptido
sefial seguido por un punto de corte para la endoproteasa Kex2, una region interna
repetitiva y un motivo basado en cisteina en el extremo C terminal. La presencia de
estas proteinas unidas a B-1,3 glucano, pero que son liberadas por tratamientos alcalinos
suaves, sugiere que hay un enlace glicosidico que une el B-1,3 glucano con un residuo
de manosa de las cadenas O-ligadas a las proteinas PIR. También son liberadas con
tratamientos con -mercaptoetanol y con ditioteitrol, lo que demuestra que estdn unidas
a otras proteinas de la pared celular por medio de puentes disulfuro (Molina et al., 2000;

De Groot et al., 2005; Klis et al., 2006; Lesage & Bussey, 20006).
6.1.2. Funcion celular de las manoproteinas

Las manoproteinas tienen diversas funciones en la célula, y muchas vienen
determinadas por el patron de glicosilacion que presentan. Asi, las cadenas manosa O-
ligada son cortas y rigidas y estan ligadas de manera cruzada con el B-1,3 glucano,
jugando un papel muy importante en el fortalecimiento de la pared celular. Esto se
incrementa cuando hay N-glicosilacion. Las manoproteinas que estan ligadas
covalentemente a la pared intervienen en su porosidad, en la retencion de agua, en su
mantenimiento asi como en la proteccion contra el estrés de la pared, propiedades de
adhesion célula-célula, virulencia, formacion de material intersticial y biofilms,
antigenicidad, captacion de hierro, hidrofobicidad y diversas funciones enzimaticas (De

Groot et al., 2005).
7. Espuma

Tanto en vinos espumosos como en la cerveza, la espuma es una de las caracteristicas
sensoriales mas importantes ya que es percibida por el consumidor desde el momento en
que se sirve y posteriormente cuando se bebe (Evans & Bamforth, 2009; Martinez-

Rodriguez & Pueyo, 2009).

La calidad de la espuma en los vinos espumosos es provocada por la lenta liberacion del
CO; en forma de burbujas que contribuyen a la formacion de una corona de espuma en
la superficie de la copa de vino formada por dos o tres capas de burbujas. En los vinos

espumosos la formacién de la espuma tiene dos fases, una inicial en la que se forma
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mucha espuma debido a la descompresion que sufre el CO, cuando se abre la botella, y
una segunda fase en la que se produce un rapido colapso de la espuma quedando como
un anillo en el borde de la copa (Suarez-Lepe & Ifiigo-Leal, 2003; Martinez-Rodriguez
& Pueyo, 2009) Para formar la espuma de la cerveza es necesario un cierto grado de
supersaturacion en CO2, ademas de que exista un punto de nucleacion, tipicamente una
superficie rugosa, en la que se forme la burbuja. La calidad de la espuma de la cerveza
estd determinada por la estabilidad de manera que para que se considere que tiene una
espuma de calidad, ésta debe ser estable, no colapsarse rdpidamente, y dejar anillos a
medida que se va consumiendo (Hornsey, 1999; Senée et al., 1999, Lewis & Bamforth,

2006).

A pesar de ser uno de las caracteristicas organolépticas mas importantes, dependiendo
del momento en el que aparezca, la espuma puede ser un factor perjudicial cuando ésta
se produce durante la fermentacion de los mostos. Asi, un exceso de espuma causada
por determinadas cepas de levaduras durante las fases tempranas de la fermentacion
puede resultar en una pérdida de mosto, o reducir la capacidad del tanque de
fermentacion. Debido a ello hay que dejar un volumen del tanque de fermentacion,
alrededor de un 5 %, vacio que serd ocupado por la espuma. Esto supone una mayor
inversion en equipos que se utilizan durante un corto periodo de tiempo al afio. La
aparicion de una capa gruesa de espuma durante las fases tempranas de la fermentacion
puede provocar una ralentizacion de la misma e incluso su detencién total debido a la
pérdida de azucares (Edwars er al., 1982; Pretorius, 2000). Ademads, el exceso de
espuma durante la fermentacion puede resultar en la pérdida de higiene y va a
comprometer en el caso de la cerveza las operaciones de “fitting” en la superficie de la
cuba como consecuencia de la pérdida del CO; con la espuma que cae fuera de la cuba.
Es mas, la pérdida de compuestos espumantes como los polipéptidos hidrofoébicos que
van unidos a la espuma que se pierde, tiene como consecuencia una disminucion en la

capacidad espumante de la cerveza (Kordialik-Bogacka & Ambroziak, 2007).

La sobreproduccion de espuma se solventa empleando sustancias antiespumantes
autorizadas como es la silicona y acidos grasos esteres. Otra estrategia empleada para
reducir la formacion de espuma es la disminucion de los niveles de oxigeno disuelto en
los cultivos de levaduras ya que una elevada aireacion durante las fases iniciales de los
cultivos favorece la superproduccion de espuma por parte de las levaduras. La presion

también es empleada para evitar la superproduccion de espuma (Hough et al., 1982;
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Kordialik-Bogacka & Ambroziak, 2004). La obtenciéon de cepas de levadura no
productoras de espuma durante la fermentacion es uno de los objetivos de la industria

(Pretorius, 2000).
7.1. Formacion de la espuma

La espuma es un sistema de dos fases que consiste en burbujas de gas separadas por
finas peliculas de liquido llamada fase lamelar (Figura 6A). En los alimentos, la espuma
es un sistema complejo que incluye una mezcla de gases, liquidos, sdlidos y
surfactantes.

El conocimiento del proceso de formacidon de la espuma es importante para poder
mejorar o bien para evitar su produccion. La espuma se forma cuando una burbuja de
gas, CO; producido durante la fermentacién en bebidas alcoholicas, queda retenida
dentro de la fase lamelar. Las propiedades de las interfases gas/liquido de las paredes
son las responsables de la formacion o la ruptura de la burbuja. La distribucion por
tamanos de las burbujas en la espuma influye en la apariencia y textura de la misma.
Asi, una distribucion uniforme de las burbujas de aire de pequefio tamafio confiere

cuerpo y suavidad a la espuma (Wilde & Clarck, 1996; Zayas, 1997).

La espuma tiene una gran area interfacial que la hace inestable debido a que la tension
superficial tiende hacia un valor minimo, favoreciendo el colapso de la espuma. La
estabilidad de la espuma se recupera mediante dos mecanismos, uno es propio del
surfactante y otro de las proteinas. Para restablecer el equilibrio, los surfactantes migran
rapidamente hacia las regiones mds delgadas de las paredes de la burbuja, contra
gradiente en la tension superficial. Por el contrario, las proteinas se unen a la interfase e
interaccionan con otras por medio de uniones electrostaticas, hidrofobicas, puentes de
hidrégeno y enlaces covalentes que formaran una capa viscoelastica fuerte que puede
resistir los estiramientos y amortiguar las fluctuaciones en el espesor de la pelicula
(Figura 6B). Para una estabilizacion efectiva es esencial que las proteinas interaccionen
unas con otras y no queden libres difundiendo asi en el plano de la interfase (Wilde &

Clarck, 1996).
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Figura 6. Estructura de la espuma. A) Distribuciéon del las burbujas de gas en la espuma.

B)Distribucion de las glicoproteinas alrededor de la burbuja de gas.
7.2. Proteinas espumantes

La calidad de la espuma viene determinada por diversos factores, como la variedad de
uva en el caso de los vinos espumosos o la variedad de cebada o de trigo en caso de la
cerveza, la cosecha y también los procesos tecnoldgicos a que se someten los mostos y
que van a afectar a la composicion quimica del producto final (Andrés-Lacueva et al.,
1996; Depraetere et al., 2004). Las bebidas alcoholicas son sistemas multicomponentes
que ademas de proteinas y alcohol contienen otras macromoléculas, muchas de ellas con
actividad superficial por si mismas o bien por interaccioén con otras. Por este motivo se
han realizado estudios para determinar cuales son los compuestos con mayor capacidad
espumante en bebidas espumosas y se ha observado que en el caso de los vinos
espumosos las macromoléculas con mayor capacidad espumante son las glicoproteinas

(Senée et al., 1999; Moreno-Arribas et al., 2000; Douglas et al., 2006).
7.2.1. Proteinas espumantes en el vino

Las proteinas son cuantitativamente los componentes minoritarios presentes en los
vinos, responsables de muchos fendémenos como la estabilizacion de la espuma en los
vinos espumosos, la reduccion de la turbidez en los blancos, la interaccion con

compuestos aromaticos y la proteccion frente a la precipitacion tartarica. Las proteinas
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procedentes de las uvas pueden tener un efecto negativo como productoras de turbidez
(Brissonet et al., 1991; Waters et al., 1992; Waters et al., 1994; Lubbers et al., 1994;
Andrés-Lacueva et al., 1996a; Moine-Ledoux et al., 1997; Dambrouck et al., 2003). La
espuma es un caracter altamente influenciado por la presencia de proteinas, ya que éstas
juegan un papel muy importante en su estabilizacién y como surfactantes en productos
alimenticios (Brissonet & Maujean, 1991; Brissonet & Maujean, 1993; Puff et al., 2001,
Murray et al., 2004).

El contenido proteico del mosto y del vino no es equiparable debido a que durante el
proceso de vinificacion ocurren procesos proteoliticos asi como cambios de pH, lo que
provoca la desnaturalizaciéon de las proteinas (Murphy et al., 1989; Ferreira et al.,
2002; Dambrouck et al., 2003). Las proteinas presentes en el vino, a una concentracion
entre 4 y 20 mg/l, son altamente resistentes a la protedlisis y al bajo pH (Waters et al.,

1992; Marchal et al., 1996; Ferreira et al., 2002).

Las proteinas del vino pueden tener su origen tanto en las uvas como en las levaduras,
que liberan mayoritariamente manoproteinas y proteasas (Feuillat, 2003; Palmisano et
al., 2010). Tienen un tamafio muy variable (desde 10 KDa hasta 100 KDa ) (Péron et
al.,2000). Las proteinas procedentes de la uva presentan un tamano entre 14 KDa y 60
KDa. Las glicoproteinas son la fraccion mayoritaria entre aquellas que presentan un
tamafno desde los 25 KDa hasta los 60 KDa y con un pl cercano a 3.9 (Marchal et al..,
1996). En el caso de las proteinas procedentes de las levaduras, la mayoria son
glicoproteinas implicadas en el ensamblaje y desensamblaje de la pared celular y en el

proceso catabolico de los lipidos (Palmisano et al.., 2010).

Se han realizado numerosos estudios sobre el aislamiento y caracterizacion de las
manoproteinas de levaduras presentes en el vino. Asi, Waters et al.., (1994) aislaron
una manoproteina con un elevado peso molecular de 420 KDa, de la cual el 30% era
proteina y el 70 % restante correspondia a residuos de azlicares, de los cuales el 98%
eran manosas y el 2% glucosas. Gongalvez et al..,(2002) encontraron en un vino blanco
tres grupos de manoproteinas de 53.4 KDa, 252 KDa y 560 KDa. Su andlisis permitio
diferenciar dos fracciones; la fraccion I contenia aquellas manoproteinas de mayor peso
molecular y cuyos residuos azlicar eran mananos puros asociados a la fraccion proteica
(10.3 %); la fraccion II correspondia con las manoproteinas de menor tamafio con un

87.5 % de su peso de residuos manosa, un 2.5 % de proteinas y el resto correspondiente
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a otrotipo de azucares. Dambrouck et al., (2003) empleando anticuerpos de levaduras en
vino, detectaron una fraccion que se correspondia con manoproteinas de tamafio entre

20y 100 KDa.

Las glicoproteinas han sido identificadas como las macromoléculas dominantes en la
espuma de los vinos espumosos. Esto es debido a la naturaleza hidrofobica de las
glicoproteinas, que favorece la union de estas a las burbujas de gas; asi, los glucanos
hidrofilicos se localizaran en la capa acuosa entre las burbujas y la regién hidrofébica
correspondiente a la region proteica se situara hacia la cara interior de la burbuja. Esta
disposicion provoca que cuando la capa acuosa se hace mas fina, las glicoproteinas
aumenten la viscosidad retardando el drenaje. Se produce asi un aumento de la tension
superficial de las burbujas y, con ello, un aumento de la estabilidad de la espuma
(Marchal et al., 1996; Hornsey, 1999; Senée et al., 1999; Flanzy, 2003; Dambrouck et
al., 2005; Nuafez et al., 2006). A este fendémeno se debe la capacidad de flotacion de
ciertas cepas de S. cerevisiae hasta la superficie del mosto en fermentacion favoreciendo
la formacioén y estabilizacion de la espuma. Esta capacidad de producir espuma en estas
cepas ha sido atribuida a la capacidad de las proteinas de la pared celular, y sobre todo

de las manoproteinas, para adherirse a las burbujas de CO, (Chiavari ef al., 2000).

El origen de las glicoproteinas presentes en el vino es el mismo que el del resto de
proteinas, es decir, las uvas y las levaduras. A pesar de que se conoce que un gran
numero de glicoproteinas procedentes de las uvas estan implicadas en la produccion de
espumas, solamente una ha sido identificada: la invertasa vacuolar de la uva, que es la
enzima responsable de la conversion de la sacarosa en glucosa y fructosa, y es una de
las proteinas mas abundantes en el vino, asi supone entre 9 % - 14 % del contenido
proteico total de los vinos Chardonay (Puff et al., 2001; Dambrouck et al., 2005; Jégou
et al., 2009). La invertasa de la uva es una N-glicoproteina con un peso molecular
rondando los 65 KDa y un pl de 3.9, que mantiene su actividad enzimatica en el vino y
que es muy hidrofobica lo que es caracteristico de las glicoproteinas productoras de
espuma. Ademas se ha observado que un descenso significativo en el contenido de
invertasa supone un descenso en la capacidad de produccion de espuma en los vinos

(Dambrouck et al., 2005).

Las levaduras son una gran fuente de glicoproteinas espumantes, especialmente en los

vinos espumosos (Senée et al., 1999; Moreno-Arribas et al., 2000). Las glicoproteinas
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procedentes de las levaduras son principalmente manoproteinas de la pared celular que
son liberadas al vino durante la fermentacion como consecuencia de la accion de la
enzima [-1,3 glucanasasa durante la fermentacion cuando las levaduras estan creciendo
activamente, este proceso hidrolitico estd controlado por la célula madre y permite la
emergencia de la yema (Giovani & Rosi, 2007). Durante la autolisis las glicoproteinas y
los polisacéridos de la pared celular de las levaduras son hidrolizados por las glucanasas
que actian sobre enlaces de los glucanos de la pared celular liberando las
manoproteinas que estaban enlazadas covalentemente a estos glucanos (Charperntier &
Freyssinet, 1989; Martinez-Rodriguez & Pueyo; 2009). Asi pues, las proteinas
estabilizadoras de espuma pueden tener su origen tanto en las uvas (invertasa) o en las
levaduras (las manoproteinas) (Andrés-Lacueva et al., 1996b; Nunez et al., 2005; Nuiez

et al., 2006; Martinez-Rodriguez & Pueyo, 2009; Cilindre et al., 2010).

Existen numerosos estudios que relacionan el descenso de macromoléculas y proteinas
con el descenso en la espumosidad de los vinos. Asi, los vinos tratados con bentonita
tienen menos cantidad de manoproteinas y se observa una disminucion de la
propiedades superficiales y espumantes de las proteinas (Péron et al., 2000). También
disminuye la espumabilidad cuando se utilizan tratamientos de clarificacion para reducir
el contenido proteico (Puig-Deu et al., 1999). Se vio que cuando se afiadian enzimas
hidroliticas al mosto o al vino existia una correlaciéon entre la disminucién del contenido
proteico de los vinos y su capacidad generadora de espuma (Lao et al., 1996; Lao et al.,
1999). Finalmente, existen diversos trabajos en los que la disminucion de la espuma se
relaciono con el contenido en etanol, SO,, y la acidez total de los vinos, ya que tanto el
etanol como la acidez alteran las propiedades hidrofobicas de las proteinas, mientras
que el SO, tiene un efecto desnaturalizante (Brissonet & Maujean, 1993; Lopez-Barajas

et al., 1997; Senée et al., 1999; Girbau-Sola ef al., 2002).

Diversos estudios han demostrado la relacion positiva que existe entre las proteinas, los
polisacaridos y la calidad de la espuma, pero también, se ha comprobado que los vinos
espumosos tienen un tiempo 6ptimo de envejecimiento desde el punto de vista de la
calidad de la espuma, a partir del cual ésta se ve mermada (Pueyo ef al., 1995; Andrés-
Lacueva et al., 1996a; Moreno-Arribas et al., 2000). Nufez et al.(2005) empleando
cepas autoliticas mutantes de S. cerevisiae mejoraron las propiedades espumantes del

vino en un periodo de tiempo mas corto de los normal gracias al proceso de autolisis

26



Introduccién

acelerada. Ademds observaron que el polisacarido mayoritario liberado por las
levaduras era la manosa, y asi como que cuando se empleaban cepas autoliticas, las
cantidades de manosa eran mayores junto con una mejor calidad de la espuma. En un
trabajo posterior, Nufiez et al. (2006) enriquecieron el vino con un extracto de pared
celular de levadura, compuesto por manoproteinas de peso molecular ente 10 KDa y
21.5 KDa, consiguiendo mejorar la calidad y la estabilidad de la espuma debido a los

dominios hidrofobicos e hidrofilicos de las proteinas.
7.2.2. Proteinas espumantes en la cerveza

El origen de las proteinas de la cerveza es diverso, pueden proceder de la cebada y otros
cereales como el trigo, del lupulo, o de la levadura. La mayoria de las proteinas
presentes en la cerveza se encuentran en forma de polipéptidos de tamafio variable,
desde 10 KDa hasta 100 KDa, y en una concentracion aproximada de 500 mg/l. Sin
embargo, debido al complejo proceso de elaboracion de la cerveza, que incluye
malteado, macerado, coccidon, y fermentaciéon, se produce la hidrdlisis de los
polipéptidos y proteinas, por lo que hay poca variedad de polipéptidos (Leiper ef al.,
2003a). Las proteinas presentes en la cerveza estan glicosiladas en distintos grados, y se
clasifican en tres grupos en funciéon de que actien como promotoras de turbidez en la
cerveza, como estabilizadores de la espuma, y aquellas que no tienen ningiin papel en la

estabilidad ni en la fisica de la espuma (Leiper et al., 2003b).

Existen tres grupos mayoritarios de proteinas implicadas en la produccion y
estabilizacion de la espuma de la cerveza, la proteina Z es un polipéptido de 40 KDa, la
proteina LTP1 (lipid transfer protein) de 9.7 KDa, y un tercer grupo de polipéptidos
derivados de las hordeinas con tamanos comprendidos entre 10 KDa y 30 KDa, todos
ellos procedentes de la cebada (Hejgaard, 1977; Asano et al., 1982; Serensen et al.,
1993; Leiper et al., 2003a,b).

La proteina LTP1, de 91 aminoacidos, se origina en la aleurona de la cebada donde se
expresa en los estadios finales de desarrollo del grano y en los primeros momentos de la
germinacion (Mundy & Rogers, 1986; Skiver ef al., 1992). Esta proteina se encuentra
concentrada en la espuma de la cerveza y mediante ELISA se ha determinado que
constituye el 1% de la proteina procedente de la malta (Evans & Hejgaard, 1999). La
proteina LTP1 sufre modificaciones durante el proceso de hervido que aumentan su

potencial espumante (Bech et al., 1995). La proteina LTP1 parece tener diferentes
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modos de accion en relacion con la calidad de la espuma. Cuando es aislada la LTP1 de
la cerveza es un excelente formador de espuma pero no es un buen estabilizador, sin
embargo sus propiedades estabilizadoras se incrementan sustancialmente cuando se
combina con hordeinas de bajo peso molecular o bien la fraccion de espuma de alto
peso molecular en la que se encuentra la proteina Z (Serensen et al., 1993; Douma et
al., 1997). El papel de la proteina LTP1 en la estabilizacion de la espuma no esté claro
ya que existen discrepancias entre distintos estudios, asi Bech et al. (1995) observaron
que aumentando la cantidad de LTP1 se mejoraba la estabilidad de la espuma cuando
empleaban un sistema digital de andlisis de la espuma, a la misma conclusién llegaron
Lusk ef al. (1995) empleando test de andlisis constante de la espuma. Sin embargo,
Evans et al. (1999) empleando el sistema Rudin obtuvieron resultados ambiguos que
establecian relaciones positivas, negativas o ninguna relacion entre la espuma y la
proteina Ltp1l. Estas discrepancias entre ensayos se explican gracias a la actividad de la
Ltp1 uniéndose a los lipidos, de manera que la estabilidad de la espuma varia en funcién
del nivel de desnaturalizacion de la proteina LTP1 durante el hervido ya que se reduce
la habilidad de ésta para unirse a los lipidos que de otra manera estan libres

desestabilizando la espuma (Van Nierop et al., 2004).

La proteina Z fue la primera proteina especifica propuesta como promotora de la
estabilizacion de la espuma (Kaersgaard & Hejgaard, 1979). La proteina Z se origina en
la albumina de la cebada y constituye el 2% del total de proteinas presentes en la
cerveza. La proteina Z tiene dos isoformas, la proteina Z4 y la proteina Z7, aunque en la
cerveza la proteina Z4 es dominante, ademas es la proteina presente en la cerveza que
posee una mayor elasticidad y viscosidad superficial, sin embargo no es tan abundante
en la espuma como la proteina LTP1 (Yokoi et al., 1989; Maeda et al., 1991; Serensen
et al., 1993; Evans & Hejgaard, 1999; Leiper et al, 2003b). Yokoi et al. (1989)
determinaron que la proteina Z presentaba un nivel de hidrofobicidad que le conferia la
propiedad de estabilizar la espuma. Sin embargo algunos estudios obtuvieron resultados
contradictorios, asi, Evans ef al. (1999), observaron que no siempre el nivel de proteina
Z estaba positivamente correlacionado con los valores de estabilidad de la espuma
obtenidos con el aparato de Rudin. Por otra parte, Vaag et al. (1999) empleando una
columna de inmuno-afinidad, observaron que la estabilidad de la espuma disminuia
cuando la proteina Z era eliminada de la cerveza. Estos resultados contradictorios

parecen ser debidos al nivel de modificacion de la malta, de manera que cuando la malta
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esta poco modificada la contribucion de la proteina Z a la estabilidad de la espuma es
baja, mientras que cuando la modificacion de la malta es mayor también aumenta la
contribucion a la estabilizacion de la espuma por parte de la proteina Z (Evans et al.,
1999). Bamforth (2004) explica la influencia de la modificacién de la malta sobre la
proteina Z como una consecuencia de la hidrélisis de las hordeinas, ya que éstas al estar

hidrolizadas excluyen a las albuminas como la proteina Z.

Las hordeinas son las principales proteinas de almacenamiento de la cebada, son
insolubles en agua y solo se vuelven solubles cuando estan hidrolizadas (Evans &
Bamforth, 2009). Son un grupo muy diverso que se solubiliza al interaccionar con las
proteasas lo que genera un gran nimero de promotores de espuma. Sheehan & Skerritt
(1997), empleando anticuerpos monoclonales identificaron una banda de 23 KDa cuya
concentracion era mayor en la espuma sugiriendo que tenia mayor superficie activa con
mayor potencial como promotor de la espuma. Vaag et al. (1999) identificaron otra
proteina de 17 KDa que aparecia muy concentrada en la espuma y que constituia un
nuevo tipo de hordeina, la épsilon-1-hordeina. En ensayos posteriores se observo que la
vida media de la espuma estaba relacionada de manera significativa con la cantidad de
proteina correspondiente a la combinacién de la LTP1 y de la proteina de 17 KDa
cuando la cerveza estaba moderadamente carbonatada pero no cuando estaba muy
carbonatada. Aunque la proteina LTP1 desnaturalizada es mejor estabilizador de la
espuma que las hordeinas desnaturalizadas, la situacidon se invierte cuando el proceso

proteolitico se reduce (Kapp & Bamforth, 2002).

La relacion de las levaduras en la produccion y estabilizacion de la espuma en la
cerveza no es tan importante como en los vinos espumosos, si bien son las responsables
de la espuma que se produce durante la fermentacion. La presencia de proteinas de
levadura en la cerveza se describid en diversos estudios en los que se caracterizaron las
proteinas presentes en la cerveza. Muchos de ellos tenian la finalidad de mejorar
procesos tecnoldgicos y la calidad final de la cerveza, como son los que estudian la
implicacion de las manoproteinas con la eliminacion de la turbidez de la cerveza o la
floculacion de las levaduras. Sin embargo son menos los estudios que se han llevado a
cabo para detectar su presencia e implicacion en la produccion y estabilizacion de la
espuma (Serensen & Ottesen, 1978; Straver et al., 1994; Sieiro et al., 1995; Reboredo et
al. 1996; Sieiro et al., 1997; Dupin et al., 2000; Caridi, 2006; Douglas et al., 2006;

Omura et al., 2009; Iimure ef al., 2010). Mediante ensayos inmunoldgicos a partir de la
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espuma de la cerveza se detectd por primera vez la presencia de antigenos
correspondientes a proteinas de levaduras, que tenian un tamafno entre 70000 y 120000
daltons y en otros estudios aparecian en las fracciones de 200000 daltons (Hejgaard &
Serensen, 1975; Mohan et al., 1992). Aunque son muchos los estudios en los que se
describe la presencia de proteinas de levaduras en la espuma, la relacion de éstas con la

espuma no ha sido muy estudiada.

La presencia de polipéptidos hidrofobicos en la cerveza favorece la produccion y
estabilidad de la espuma, y se ha demostrado que la mayor cantidad de éstos en la
espuma coincide con la mayor cantidad de levaduras, y con los mayores niveles de
espuma (Dixon & Kirsop, 1969; Kordialik-Bogacka & Ambroziac, 2004). La
implicacion de las levaduras en el mantenimiento de la espuma se establecié mediante
ensayos en los que se realizaban fermentaciones de mosto sintético donde se producia la
espuma artificialmente, que se mantenia estable durante mas tiempo que en el mosto
que no era fermentado, gracias a las manoproteinas liberadas por las levaduras al medio.
En estos estudios también se establecieron diferencias en el mantenimiento de la
espuma en funcion de la cepa empleada, con lo quedaba demostrada la implicacion de
las levaduras en la formacion de espuma. Finalmente los estudios realizados han llegado
a la conclusion de que las levaduras no contribuyen tanto la produccién como al
mantenimiento y la estabilizacion de la espuma en la cerveza (Kordialik-Bogacka &

Campbell, 2000; Kordialik-Bogacka & Ambroziak, 2004; Douglas et al., 2006).

La calidad de la espuma en la cerveza también estd influenciada negativamente por una
proteina de la levadura, la proteinasa A que es liberada por las levaduras cerveceras al
medio durante la fermentacion. La proteinasa A esta codificada por el gen PEP4. Esta
enzima que se localiza en las vacuolas, actua disminuyendo la hidrofobicidad de las
proteinas, por lo que afecta negativamente a calidad de la espuma. La LTP1, es una
proteina muy hidroféobica, que se encuentra en la cerveza en un proporcion de 50-90
mg/L y que esta especialmente concentrada en la espuma. Esta proteina actia como un
sustrato perfecto para la proteinasa A, pero solamente tras el proceso del malteado, ya
que en su forma nativa es resistente a la proteinasa A. Cuando la LTP1 es hidrolizada,
la calidad de la espuma se ve perjudicada (Ormrod ef al., 1991; Serensen et al., 1993;

Leisegang & Stahl, 2005; Stewart et al., 2006).
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7.3. Genes espumantes en levaduras

La pared celular de las levaduras ha sido objeto de estudio desde hace décadas, aunque
no fue hasta finales de la década de los 90 cuando se estableci6 exactamente su
estructura y las interacciones entre los componentes de la misma (Kollar et al., 1997;
Lipke & Ovalle, 1998). Actualmente muchos estudios estdn enfocados hacia la
identificacion de las proteinas que forman parte de la pared celular, la identificacion de
estas proteinas ha progresado sobre todo desde que se conoce el genoma de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, ya que muchas proteinas han sido identificadas in silico en
base a motivos tipicos de las proteinas de la pared celular como son los péptidos sefial o
las secuencias correspondientes al punto de anclaje al GPI (Caro et al., 1997; Terashima
et al., 2002; Coronado et al., 2007). Hasta el momento se han identificado multiples
proteinas de la pared celular de S. cerevisiae, de éstas 14 han sido reconocidas como
manoproteinas y solamente 1 de ellas implicada en la produccién de espuma, la proteina

Awalp, procedente de una cepa fermentadora de sake.

Kasahara et al. (1974) identificd por primera vez los genes de un cepa de sake de S.
cerevisiae responsables del caracter espumante, a partir de ensayos de hibridacion entre
cepas no espumantes y cepas espumantes, asi llego a la conclusion de que este caracter
debia estar determinado por al menos dos genes. Thornton (1978a,b), estudio el caracter
espumante en una cepa vinica de S. cerevisiae, y mediante técnicas de hibridacion de
tétradas establecid que el caracter espumante estaba determinado dos genes, FRO!I y
FRO?2, situados a una distancia el uno del otro de 21 centimorgans en el cromosoma
VII. Concluy6 que eran dominantes y que eran genes no aditivos, de manera que aunque
hubiese varias copias la cantidad de espuma obtenida era la misma. Ademas establecio
que estos genes eran alélicos de otros dos genes presentes en las cepas de sake

(Kasahara et al., 1974; Tornton, 1978a, b).

Un nuevo gen implicado en la produccién de espuma fue aislado a partir de la cepa de
sake K7 de S. cerevisiae. Este gen llamado AWA 1, codifica para la proteina Awalp que
ha sido clasificada como una manoproteina con punto de anclaje al GPI que confiere
hidrofobicidad a la superficie celular, de manera que favorece el mantenimiento de la
espuma al adsorberse a la superficie de las burbujas. La implicacion de esta proteina en

la espuma quedd demostrada cuando al deleccionar el gen se observaba que el nivel de
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espuma que se producia al fermentar era menor que cuando se utilizaba la cepa silvestre

(Shimoi et al., 2002; Miyashita et al., 2004).
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Objetivos

Obtencion de cepas heterotalicas competentes para la conjugacion a partir de la
cepa vinica 145A211 de Saccharomyces cerevisiae y de la cepa cervecera

Weihenstephan 34/70 de Saccharomyces pastorianus.

Identificacion y estudio de los genes responsables de la produccion de espuma
en las bebidas fermentadas, presentes en la cepa vinica 145A211 de
Saccharomyces cerevisiae y de la cepa cervecera Weihenstephan 34/70 de

Saccharomyces pastorianus.
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1. Microorganismos, medios de cultivo, plasmidos y oligonucleotidos

utilizados.

1.1 Microorganimos.

1.1.1. Cepas de levadura

Tabla 1: Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Cepa Genotipo Espuma Origen
145 Vinica, silvestre + Este )
laboratorio
145A211 Vinica, MATa/MATa, HO/HO, FPG1 + Este estudio
SC22 MATa,hol + Este estudio
SCH2 MATa, hoA, fpgl::FPGI1-loxPKanMXloxP - Este estudio
MATa/MATa, HO/HO, fpgl::FPGI- .
DHA6C loxPKanMXloxP - Este estudio
DHA2-16 MATa/MATa, HO/HO, fpglA - Este estudio
DHA2-16 ura® MATa/MATo, HO/HO, fpglA, ural - Este estudio
MI2B MATa, ura3-52, trpl - Benitez T
MI2B-pYES2  MATa, trpl, pYES2 - Este estudio
MI2B-FPG1 MATo, trpl, pYES2-FPG1 - Este estudio
MI2B-CFGl1 MATo, trpl, pYES2-FPG1 - Este estudio
CSHSA4L MATa, spoll, ura3, canl, cyh2, ade2, his7, i Benitez T
hom3
CSHSSL MATa, spoll, ura3, his2, leul, lysl, met4, i Benitez T
petl8
CSHS9L MATa, spoll, ura3, adel, hisl, leu2, lys7, i Benitez T

met3, trp5

Benitez T. Universidad de Sevilla. Departamento de genética.

Tabla 2: Cepas de Saccharomyces pastorianus

Cepa Genotipo Espuma Origen
Weihenstephan . . Hijos de
34/70 Cervecera tipo Lager, silvestre + Rivera S A
SP5 MATa, hoA + Este estudio
SPHS5 MATa, hoA, cfgl::FPGI-loxPKanMXloxP - Este estudio
MATa/MATa, HO/HO, cfgl::FPGI- .

SPDHAI loxPKanMXloxP/cfgl::FPG1loxPKanMXloxP Este estudio
SPDHAT1b MATa/MATa, HO/HO, cfglA - Este estudio

SPDHA1b ura™ MATa/MATo, HO/HO, cfgll, ural

Este estudio
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1.1.2 Cepas bacterianas

Tabla 3: Cepas de Escherichia coli

Cepa Genotipo Origen
FmcrAA(mrrhsdRMSmcrBC)®80/acZ

TOP10 AlacXT74recAlaraD139A(araleu)7697galUgalK  Invitrogen
rpsL(St™)endAlnupG

1.2. Medios de cultivo
1.2.1.Cultivo de bacterias

e Medio Luria Broth (LB)

Triptona ................... 1%
Extracto de levadura .... 0.5%
Cloruro sodico ............ 1%

Cuando se hizo medio so6lido se afadié agar al 2%. El medio se esterilizo en el
autoclave con un ciclo de 20 min a 121°C. Cuando fue necesario el medio se
suplementd con los siguientes antibidticos: Ampicilina (50pg/ml) y Kanamicina

(50pg/ml).
1.2.2. Cultivo de levaduras

e Medio YPD

Extracto de levadura .... 1%
Peptona ................... 2%
Glucosa ......ccovvennnn. 2%

Cuando se emple6 medio solido se afiadio agar al 2%. El medio se esterilizo en el
autoclave con un ciclo de 20 min a 121°C. Cuando fue necesario el medio se
suplementd con los siguientes antibidticos: Geneticina (G418) (200ug/ml),

Cycloheximida (1-2 pg/ml) para la cual se establecid la concentracion minima

40



Materiales v Métodos

inhibitoria de cada cepa y Tunicamicina (2-3 pg/ml) para la que se establecio la

concentracion minima inhibitoria de cada cepa.

e YPGal
Extracto de levadura .... 1%
Peptona .................... 2%
Galactosa .................. 2%

Cuando se emple6 medio solido se afadi6 agar al 2%. El medio sin galactosa se
esterilizo en el autoclave con un ciclo de 20 min a 121°C. Posteriormente se afiadio la

galactosa previamente esterilizada por filtracion.
e Medio minimo SD (sintético definido)
YNB (yeast nitrogen base) sinaa .... 0.67%
Glucosa ....ovviiiiiiiii 2%

Cuando se empled medio solido se anadio agar al 2%. El medio fue esterilizado en el
autoclave con un ciclo de 20 min a 121°C. El medio fue suplementado con los

aminoacidos requeridos en funcidn de las necesidades de la cepa empleada.
e Medio minimo SC de induccion
YNB (yeast nitrogen base) sin aminoacidos .... 0.67%
Galactosa ........oooeviiiiiiiii 20%

El medio sin galactosa fue esterilizado con un ciclo de 20 min a 121°C, y
posteriormente se le afiadi6 la galactosa previamente esterilizada mediante filtracion. El
medio fue suplementado con los aminoacidos requeridos en funcion de las necesidades

de la cepa empleada.
e Medio SPO1
Acetato potasico ............ 1%

Extracto de levadura ....... 0.1%
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Glucosa .............

Cuando se emple6 medio solido se afiadié agar 2%. El medio fue esterilizado en el

autoclave con un ciclo de 20 min a 121°C.

Medio SOC

Bactotriptona ................

Extracto de levadura ..........

Mosto sintético

Glucosa .....cccovvveeeiii...

(NH4)2804 e
MgSO4.7H20 ................

Extracto de levadura .......

Se ajustdé el pH a 3.8.

1.3. Oligonucleotidos

Los oligonucledtidos empleados

aparecen en la tabla 4.

para realizar este trabajo junto con su secuencia
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Tabla 4: Oligonucleotidos

Nombre secuencia 5'—>3’

awall ATGTTCAATCGCTTTAATAAACTTCAAGCC

awal2 TTAGTTAAAGAAAGCAAGAACGAAAATACC

awaiF CCACAGAATCAGGCTCATCA

scairilF  CTGGTGCCTATGCTTATTATC

FPGfint ATGTTCAATCGCTTTAATAAACTTCAAGCCGCTTTGGCTTTGACCC
TTAATATAACTTCGTATAATG

FPGrint TTAGTTAAAGAAAGCAAGAACGAAAATACCGACCAATGCCCTAA
TAACTTCGTATAGCATAC

uraF CTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGACCCTTAATATAACTTCGTA
TAATG

uraR CAAATATGCTTCCCAGCCTGC CCTAATAACTTCGTATAGCATAC

HO1f AAAACTGCAGCGACTATTCTGATGGCTAACGG

HOl1r ACGCGTCGACGTGCCATCTGCGCACATAACG

HO2f CGCGGATCCTGCGATATCTGCAAGTATGTACCAGAAGC

HO2r CCGGAATTCCACTCTGGTCCTTTAACTG

loxPF CGCGGATCCGCGGAGGTCGACAACCCTTAATATAAC

loxPR  CGCGGATCCGCGGATATCACCTAATAACTTCGTATAGC

M13F GTAAAACGACGGCCAG

MI13R  CAGGAAACAGCTATGAC

Las letras en negrita se corresponden con la parte de la secuencia homologa al casete loxP-KanMx-loxP

Las letras en cursiva indican la posicion de las dianas de restriccion.

Todos los oligonucledtidos fueron disefiados empleando el programa informadtico

Vector NTI Advance 10 (Invitrogen).

1. 4. Plasmidos

1.4.1. PCR Blunt II TOPO

PUCorigin

Zeo R

pCR- BLunt II- TOPO

PlacZ

HindIII (277)
BamHI (295)
BstXI (322)
~ EcoRI (326)

\ ~_EcoRI (344)

Pt (353)

BStXI (366)
. Xbd (389)
‘\/ LacZ-alpha
ccdB
BstXI (784)

3519 bp

Figura 7. Dibujo esquematico del

vector PCR Blunt II TOPO.

Kan R

PCR Bluntll TOPO (Invitrogen) (Figura 7) es vector lineal que permite la clonacién

directa de un inserto de ADN con extremos romos, que se unen al vector por efecto de
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la DNA topoisomerasa I del virus Vaccinia, que une los fragmentos covalentemente en
el extremo 3’de cada hebra de ADN. El inserto se une a una region que esta flanqueada
por dos dianas de restriccion para la enzima EcoRI, lo que facilita la posterior liberacion

del inserto.

Este vector permite la seleccion directa de los recombinates ya que el fragmento de
ADN se inserta en medio del gen letal para E. coli ccdB, de manera que solo los
recombinantes son capaces de sobrevivir. También presenta las secuencias de
resistencia a la kanamicina y a la zeocina, que permiten a su vez la seleccion de los

transformantes. Las secuencias M13, Sp6 y T7 permiten la secuenciacion del inserto.

1.4.2. pUC19
LacZ-alpha
EcoRI (397)
(\\ Avdl (413)
Xmal (413)
~_Smal (415)
BamHI (418)
Amp R Pstl (440)

] puC19
2686 bp

HindIII (448
P(LAC)

 PMBAori
Figura 8. Dibujo esquematico del vector pUC19.

El vector pUC19 (Invitrogen) (Figura 8) contiene un gen de resistencia a la ampicilina
que permite la seleccion de los transformantes. Los insertos clonados en el sitio de
clonaje mulitple la region poli-ligadora pueden ser expresados bajo el control del
promotor lac, inducible por IPTG. Ademas contiene el gen lacZ, que permite
seleccionar por color las colonias recombinantes en medio de cultivo con X-Gal e IPTG

(Yanisch-Perron et al., 1985).
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1.4.3. pYES2

GAL1

HindI1I (502)

T7

BamHI (520)
BsiXI (547)

,ffif*iiE coRI (551)

Pstl (560)

1 origin

Aval (4730) /

y _ BstXI (573)

“Aval (584)
CYC1TT
Apall (1351

2u origin

PYES2

5856 bp | .
<o PUCorigin

Pstl (4125)
Clal (3849)

Pt (3637)

Neol (3406)
URA3

Figura 9. Dibujo esquematico del vector pYES2.

ampR
ApaLl (2597)

Este es un vector funcional en E. coli y en S. cerevisiae, aunque ha sido disefiado para
expresar proteinas en S. cerevisiae de manera inducible. Presenta el gen de resistencia a
la ampicilina que permite la seleccion de transformantes de E. coli, y el gen URA3 que
confiere la prototrofia para el uracilo, que permite seleccionar transformantes de S.
cerevisiae que son auxotrofos ura3. Ademas presenta el promotor GAL1 que permite la
expresion inducible por galactosa de las proteinas recombinantes, y la represion de éstas
en presencia de glucosa. Tiene ademads un lugar de clonacion multiple y la secuencia T7
que permite secuenciar el inserto clonado. Contiene la secuencia de 2u que permite la

replicacion del vector en las levaduras (Figura 9).

1.4.4. pUG6
HindIII (20)
Pstl (36)
" LoxXP
TEF
Pstl (311)
Neol (484)
Cldl (602)
Amp " kanMX
pUG6 __HindIII (1029
4009 bp
. TEF
\  Avdl (1545)
Loxp Figura 10. Dibujo esquematico del vector pUG6.
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El vector pUG6 (Giildener et al., 1996) (Figura 10) es funcional en E. coli y en S.
cerevisiae. Contiene el casete loxP-KanMX-loxP a partir del cual por PCR se
construyen casetes de interrupcion de genes mediante la incorporacion de secuencias
homologas al gen que se desea interrumpir flanqueando el casete loxP-KanMX-loxP.
Este sistema permite la interrupcion génica por recombinacion homoéloga sin pasos
intermedios de clonacion. Tiene el gen de la resistencia a la ampicilina que permite la
seleccion de transformantes en E. coli. El vector contiene el gen KanMX, un heterologo
de la kanamicina, que confiere resistencia a la geneticina (G418), y que permite
seleccionar las levaduras transformadas con el casete de interrupcion. Contiene también
las secuencias loxP que permiten las eliminaciéon del casete loxP-KanMX-loxP

empleando el sistema de la Cre recombinasa.
1.4.5. YEp351-cre-cyh

El vector YEp351-cre-cyh (Delneri ef al., 2000) funcional en E. coli y en S. cerevisiae,
tiene el gen de la Cre recombinasa bajo el control del promotor GALI1, por lo que su
expresion se induce en presencia de galactosa y se reprime en presencia de glucosa.
Contiene también el gen de la resistencia a la cicloheximida que permite la seleccion de
las levaduras transformantes en presencia del antibiotico, y el gen LEU2 que permite la
seleccion de transformante auxotrofos para la leucina. ElI gen de resistencia a la
ampicilina permite la seleccion de transformantes de E. coli. Ademds contiene a

secuencia de 2p que permite la replicacion del vector en las levaduras.
1.5. Vector de interrupcion pDHO

Para la construccion de este vector se obtuvieron dos fragmentos del gen HO mediante
PCR a partir del DNA gendémico de S. cerevisiae (Figura 11). Con los oligonucledtidos
HO1f y HOIr se obtuvo el fragmento HO1, de 80 pb, que se corresponde las bases 16
hasta la 96 pb del gen HO. En los extremos de dicho fragmento se incluyeron las dianas
de restriccion Pstl(57) y Sall(3”); y con los oligonucle6tidos HO2fy HO2r se obtuvo el
fragmento HO2, de 137 pb, correspondientes con la secuencia comprendida entre las
bases 1572 hasta la 1654 pb del gen HO, flanquedo por las dianas de restriccion BamHI
y EcoRV (5") y EcoRI (3").
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A partir del plasmido pUG6 se obtuvo el casete de resistencia a la G418, loxP-KanMX-
loxP, que fue amplificado por PCR empleando los oligonucleotidos loxP1 y loxP2 que

tenian las dianas de restriccion en BamHI y Sall y BamHI y EcoRV respectivamente.

Los fragmentos HO1 y HO2 fueron digeridos con las enzimas de restriccion Pstl en el
primer caso y con EcoRI en el s, y se insertaron en los puntos correspondientes del
vector pUC19 dando lugar a la construccion pHOI12. Posteriormente pHO12 fue
digerido con la enzima BamHI y EcoRV. El casete de interrupcion loxP-KanMX-loxP
también se digirié con BamHI y EcoRV y posteriormente se ligd al vector pHO12 en

esta diana, entre los fragmentos HO1 y HO2, dando lugar al vector de interrupcion

pDHO.

HO

—
HUr Hivf

ho: Kanh X
pDIO

Figura 11. Esquema de la construccion del vector pDHO.

47



Materiales v Métodos

2. Técnicas de manipulacion de DNA

2.1. Extraccion de ADN
2.1.1. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli
Mini Prep

La obtencion de ADN plasmidico a pequefia escala se realiz6 a partir de 1,5 ml de
cultivo, mediante el método de Birnboim y Doly (1979) y con la resina Miniprep

Express ™ Matrix (MP Biomedicals), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Midi Prep
La obtencion de ADN plasmidico se realizé mediante el kit comercial Plasmid Midi Kit

(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.
2.1.2. Extraccion de ADN genémico de levaduras

Para realizar la extraccion de ADN gendmico de la levadura se utilizo el kit Genomic

Purification Kit (Promega) y se siguieron las instrucciones del fabricante.
2.2. Digestion enzimatica del ADN

La digestion del ADN se realiz6 mediante el empleo de enzimas de restriccion
comerciales (Takara) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Cuando se
realizaron digestiones dobles y el tampdn de los enzimas no era compatible, la digestion
se realizaba primero con una, se purificaba empleando el kit comercial “Tlustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare) y se realizaba la segunda

digestion.

Las digestiones se realizaron empleando 1U de enzima, 1 pul de ADN, 2 pl del tampdén
10X correspondiente a la enzima (en el caso de digestiones dobles se anadié un tampéon
compatible para ambas enzimas), y se afiadié agua milliQ hasta alcanzar un volumen de

20 pl. La mezcla de digestion se incub6 durante 1-2 h a 37°C.

Las enzimas de digestion se inactivaron en un bafio a 65°C o a 80°C, en funcién de cada

enzima, durante 15 min.
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2.3. Defosforilacion del ADN

Con la finalidad de evitar que los plasmidos linearizados con extremos romos, o bien
linearizados con una Unica enzima que dejaba extremos cohesivos, se procedid a
defosforilar los extremos de los mismos. Para ello se utilizaron 2U de la enzima
“Shrimp Alkaline Phosphatase” (Takara) por cada pg de ADN, 1 ul de tampon 10X,

completando el volumen con agua MilliQ hasta 10 pl.
2.4. Ligacion de ADN

La ligacion se realiza entre el pldsmido linearizado y fragmentos de ADN obtenidos
bien por digestion enzimdtica o bien por PCR. Para llevar a cabo la ligacion los
fragmentos de ADN y el plasmido se deben mezclar en una relacion molar
Vector/Inserto determinada. Asi, a partir de 100 ng de plasmido, se afiadié una cantidad
determinada de inserto para tener una relacion molar de 1:1, 1:2 y 1:3. Por cada
reaccion de ligacion se empled 1 pl de T4 DNA ligase (3U/ul, Promega) y 1 pl de
tampon de ligasa para obtener un volumen final de 10 pl.

Cuando los extremos a ligar eran romos la ligacion se realiz6 manteniendo la mezcla de
ligacion a 16°C durante toda la noche, mientras que cuando los extremos eran cohesivos

se realiz6 a 23°C durante 3 hs.
Finalmente la mezcla de ligacion se emple6 para transformar las células competentes.

Para realizar la ligacion del inserto al vector PCR Blunt II TOPO, se realizé la mezcla

siguiendo las instrucciones del kit “Zero Blunt TOPO PCR” (Invitrogen).
2.5. Amplificacion del ADN

El ADN se amplific6 mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR). La mezcla de reacciéon de la PCR contenia los siguientes componentes: X pl de
ADN, Taq Polimerasa 1.5 U, Tampén de PCR 10X, MgCl, 2.5 mM, dNTPs 200 uM,
oligonucleo6tidos 100 nM, H,O hasta 50 pl.

Las polimerasas empleadas fueron:

- BIOTAQ™ DNA polymerase (Bioline): Taq polimerasa con actividad

exonucleasa 5'-3'que deja una “A” colgante.
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- ACCUZYME™ DNA polymerase (Bioline): es una enzima con actividad
polimerasa 5°-3"y actividad exonucleasa reparadora y alta fidelidad de copia,

que ademas deja extremos romos.

Para realizar las reacciones de PCR se utilizé un Termociclador “MyCycler” (Biorad).

El programa empleado fue el siguiente:

Desnaturalizacion 95°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30s )
Hibridacion X°C 1 min

> 30 ciclos
Extension 72°C (Biotaq) 1Kb/30 s

68°C (Accuzyme) 1Kb/min )
Extension final 72°C (Biotaq) 7 min
68°C (Accuzyme) 7 min

donde X es la temperatura de hibridacion y que fue diferente para cada par de
oligonucleotidos utilizado. Se establecié cuando los oligonucleétidos fueron disefiados
utilizando el programa informatico Vector NTI (Invitrogen) mediante el estudio de la

composicion nucleotidica de los mismos.
2.6. Electroforesis de ADN

2.6.1. Electroforesis en geles de agarosa

La separacion, identificacion y caracterizacion de los fragmentos de ADN se realizo
mediante electroforesis en geles de agarosa. Los geles de agarosa se prepararon a una
concentracion de agarosa que varidé entre 0,6-1,5% (p/v) segin el tamafio de los

fragmentos de ADN que se deseaban separar.

La preparacion de los geles y el desarrollo de la electroforesis se realizaron en tampdon
TAE 1M (Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.002 M). En los geles se incorporé Bromuro de
Etidio a una concentracion final de 1 mg/ml, lo que permitié visualizar el ADN en el

GelDoc XR) (BioRad).
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La estimacion del tamafio de las bandas obtenidas tras la electroforesis se realizd
mediante un marcador de pesos moleculares conocidos, “2-Log DNA Ladder” (GE

Healthcare).

Las electroforesis se llevaron cabo en cubetas horizontales (BioRad) a 5V/cm, 400mA

durante al menos 80 min.
2.6.2. Electroforesis en campo pulsante

Los cariotipos de las cepas de S. cerevisiae y de S. pastorianus se obtuvieron mediante
la separacion de los cromosomas por electroforesis en campo pulsante con un aparato
CHEF-DRII (Biorad).

Los insertos conteniendo las c€lulas enteras se prepararon siguiendo el método descrito
por McCluskey et al., 1990.

Como marcador se emplearon los cromosomas de la cepa YNN295 (BioRad). La
electroforesis se llevo a cabo en geles de agarosa al 1% en tampon TBE (89 mM Tris,
89 mM 4cido Bérico, 2 mM EDTA pH 8), a una temperatura de 14°C a 200V durante
15h con un cambio de tiempo de 60 s y luego durante 8 h con un cambio de tiempo cada
90 s.

Cuando finaliz6 la electroforesis el gel se tifio en tampon TBE con bromuro de etidio
(1pg/ml) durante 30 min, procediendo a continuacién a su visualizacion con luz

ultravioleta en un transiluminador.
2.7. Purificacion del ADN

2.7.1. Purificacion a partir de geles de agarosa

El ADN correspondiente a una banda de un determinado tamafo fue recortada del gel
empleando una cuchilla estéril e introducida en un vial estéril. El ADN se purificd desde
los trozos de gel empleando el kit comercial “Ilustra GFX PCR DNA and Gel Band

Purification Kit” (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante.
2.7.2. Purificacion desde una reaccion enzimatica

Para purificar el ADN desde la mezcla de PCR o desde la mezcla de digestion
enzimatica se utilizo el kit “Ilustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE

Healthcare) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante.
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2.8. Cuantificacion del ADN

La concentracion del ADN se establecio por métodos espectrofotométricos utilizando el
espectrofotometro “Nano Drop” (Thermo Scientific), a longitud de onda 260 nm.
También se establecié a partir de una imagen utilizando el programa informatico

GelDoc XR (Biorad).
2.9. Hibridacion de acidos nucleicos mediante Southern Blot

Se empleo el kit “DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II” (Roche

Diagnostics).
2.9.1 Preparacion de sondas de ADN marcadas con digoxigenina

Para obtener la sonda, 1 pg del ADN que se empled como sonda se diluyd en 16 ul de
agua destilada estéril y se desnaturalizé por calentamiento durante 10 min en un bafio de
agua hirviendo y rdpidamente se enfri6 en agua con hielo. A continuacion, al ADN
desnaturalizado se le afiadieron 4 pl de una mezcla de nucledtidos, DIG-DUTP y
enzima Klenow (DIG-High Prime). La mezcla final se incubd a 37°C durante 20 h. La
reaccion se pard afiadiendo 2 pul de EDTA 0.2 M (pH 8.0) y manteniéndola a 65°C
durante 10 min.

Para la deteccion de gen FPGI de S. cerevisiae se empled un fragmento de 925 pb
correspondiente a la zona comprendida entre las bases 1388 y 2313 del propio gen
obtenido mediante PCR empleando los oligonucleotidos awaiF y awal2 (Tabla 3).

Para la deteccion del gen CFGI se emple6 como sonda un fragmento de 1385 pb
corresopondientes a la zona comprendida entre las bases 2003 y 1408 del gen, que se

obtuvo mediante PCR empleando los oligonucle6tidos scariF y awal?2.
2.9.2 Deteccion de las secuencias de ADN especificas

Los geles de electroforesis obtenidos por electroforesis en campo pulsante, fueron
sumergidos en NaOH 0.5 M y NaCl 0.15 M durante 30 min con la finalidad de
desnaturalizar el ADN. Posteriormente se neutralizaron mediante una incubacién en
Tris-HCI 1 M pH 7.5 y NaCl 1.5 M durante 30 min.

La transferencia del ADN a la membrana de nailon se realizd6 en el sistema de

transferencia de vacio “VacuGene'™ XL Vacuum Blot System” (Pharmacid
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Biotechnology). El gel permanecié sumergido en una solucion de transferencia SSC x
20, durante 2 h a 45 mbar.

Una vez finalizado el proceso de transferencia el ADN retenido en la membrana se fijo
con luz ultravioleta. Para ello la membrana se dispuso sobre papel Whatman 3MM
(Whatman International Ltd), previamente humedecido con SSC x 10 y se introdujo en
el aparato “UV Stratalinker 2400 (Stratagene).

La membrana se incubé en un horno Hybaid (National Labnet Company) a la
temperatura de hibridacion (Topt). Dicha temperatura se calcul6 para el DNA diana en
funcién del contenido en GC y del grado de homologia con la sonda, mediante las

formulas:
Tm=49.82 + 0.41 (% G + C) — (600//) donde /= longitud del hibrido en pares de bases
Top= Tm — 20 a 25°C

La membrana se prehibridd manteniéndola durante 30 min a la temperatura de
hibridacion 6ptima en la solucién DIG Easy Hyb (10 ml/cm® de membrana)
previamente precalentada a 37°C. La sonda de ADN marcada con digoxigenina se
hirvio durante 5 min y rdpidamente se enfrid en agua con hielo, una vez desnaturalizada
se afiadi6 a una solucion de DIG Easy Hyb (3.5 ml/100 cm? de membrana) previamente
precalentada. Por ultimo se retird la solucion de prehibridacion y se afiadié la mezcla de
solucion de hibridacion con la sonda a la membrana, que se incubd a la temperatura de

hibridacioén adecuada durante toda la noche con agitacion.

Una vez finalizada la hibridacion, la solucion de hibridacion se retird. La membrana se
lavé dos veces durante 5 min con SSC x 2 y SDS 0.1% a 25°C en agitaciéon. A
continuacion se hicieron dos lavados de 15 min en SSC x 0.5 y SDS 0.1% a 68°C en
agitacion constante.

Tras retirar la soluciéon SSC x 0.5, la membrana se lavo en agitacion durante 5 min en
tampon de lavado. El tampon de lavado se retir6 y se anadieron 100 ml de solucion de
bloqueo, donde se mantuvo durante 30 min para bloquear la hibridacion inespecifica.
Esta solucidn se descart6d y la membrana se incub6 con 20 ml de solucidon de anticuerpo
durante 30 min. Finalmente se retird esta solucién y la membrana se lavo dos veces
durante 15 min en 100 ml de tampén de lavado.

Para equilibrar la membrana, ésta se incubo 5 min en 20 ml de tampoén de deteccion. A

continuacion se aplico 1 ml de “CSPD ready to use” y se cubri6 la membrana con la

53



Materiales v Métodos

bolsa de hibridacion para extender esta solucion por toda la superficie, asi se mantuvo
durante 5 min. Transcurrido este tiempo la bolsa se sell6 y se incubd durante 10 min a
37°C.

Para el revelado se utiliz6 una pelicula Kodak BioMax MS. La pelicula se coloco sobre
la membrana en oscuridad durante un tiempo determinado de exposicion. Tras la
exposicion, la pelicula se mantuvo en la solucion reveladora hasta que se hicieron
visibles las bandas, y entonces se lavo durante 2-3 ss con agua para finalmente

sumergirla en la solucion fijadora.
Soluciones empleadas:

SSC 20X: 175 g/l de NaCl, 88.2 g/l de C¢HsNa3;O7*2H,0. Ajustar a pH 7 con

acido citrico.

SSC 2X: 17.5 g/l de NaCl, 8.82 g/l de C¢HsNa3;O;*2H,0. Ajustar a pH 7 con

acido citrico.

Tampoén de lavado: Tampon acido Maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M. Ajustar a pH
7.5 y afiadir Tween-20 0.3% (v/v).

Tampon acido Maleico: acido Maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M. Ajustar a pH 7.5
con NaOH.

Tampon de deteccion: Tris-HCI 0.1 M, NaCl 0.1 M. Ajustar a pH 9.5.
3. Transformacion de microorganismos

3.1. Transformacion de E. coli
3.1.1. Preparacion de células competentes

En primer lugar, se prepard un preindculo de 5 ml de LB inoculando una colonia de la
estirpe de E.coli que se iba a utilizar, y se incubd toda la noche en agitacion a 37°C
hasta que alcanzé la fase estacionaria. Posteriormente, se transfirieron 2 ml del
preinoculo a un matraz con 100 ml de LB y se incub6 de 2-3 h hasta que alcanz6 una
DOssonm de 0,3-0,4. El cultivo se enfrié durante 5 min en hielo y se centrifugd a 5000
rpm a 4°C durante 8 min. Se descart6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en

15 ml de TfBI por cada 50 ml de cultivo empleados. Nuevamente se enfrio en hielo y se
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centrifugd 8 min a 5000 rpm a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se resuspendieron las
células en 2 ml de TfBII por cada 50 ml de cultivo empleados. Finalmente se repartieron
en alicuotas de 100 pl en viales frios y se sumergieron en nitrogeno liquido. Las células

competentes se conservaron para su uso a -80°C.

Solucion TfBI (500 ml): 1.47 g de CH;COOKk, 4.95 g de MnCl,, 6.05 de RbCl,,
0.74 g de CaCI*6H,0, 75 ml de glicerol; ajustar a pH 5.8 con acido acético
glacial 0.2M. Almacenar a 4°C.

Solucién TfBII (500ml): 10 ml de un stock de MOPS 100 mM pH 7,
1.6 g de CaCl*6H,0, 0.12 g de RbCl,, 18 ml de glicerol. Filtrar a través de

membranas de 0.22 um y almacenar en oscuridad a 4°C.

Stock de MOPS (100mM, pH 7): 2.09 g de MOPS, 0.34 g de CH3COONa,
0.18 g de EDTA. Ajustar a pH 7, enrasar hasta 100 ml con aguan destilada y

filtrar a través de membranas de 0.22 um.
3.1.2. Transformacion de células competentes

Las células competentes se descongelaron en hielo. Una vez descongeladas se anadio el
ADN plasmidico o la mezcla de ligacion (0,05-0,5 pg por cada 100 ul de células) y se
mezclo con las células. El vial se mantuvo en hielo durante 30 min y transcurrido este
tiempo se aplicé un choque térmico manteniendo las células sumergidas en un bafio a
42°C durante 90 s. Rapidamente se pusieron en hielo durante 2 min y se afadi6é 1 ml de
medio SOC. Esta mezcla se transfirio a un tubo de 10 ml donde se incubd en un
agitador orbital a 200 rpm durante una h para permitir la expresion génica de la
resistencia empleada como marcador. Finalmente las células se sembraron en placas de

LB suplementado con el antibidtico apropiado.

Cuando se utilizo el vector PCR Bluntll TOPO, se utiliz6 la cepa de E. coli TOP10 que

fue transformada siguiendo el protocolo proporcionado por Invitrogen.
3.2. Transformacion de S. cerevisiae y de S. pastorianus

Las levaduras se transformaron por el método (Gietz & Schiestl, 2007). El choque
térmico varid entre 20 y 25 min en funcidn de la cepa empleada. Una vez finalizado el
choque térmico las células se sembraron en un medio selectivo, cuando la

transformacion se realizdé empleando marcadores auxotroficos. Cuando el marcador era
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una resistencia a un antibidtico, las células se incubaron en medio YPD sin el factor de
seleccion entre 2 y 16 h dependiendo del plasmido o de la construccion empleada en la
transformacion, transcurrido este periodo los cultivos se recuperaron y se sembraron en
placas de YPD con el antibiodtico correspondiente. En todos los casos los cultivos se
mantuvieron a 30°C, entre dos y cuatro dias, hasta que aparecieron colonias de al menos

2 mm de diametro.

4. Expresion de los genes FPGI y CFGI en S. cerevisiae y S.

pastorianus

Las cepas recombinantes de S. cerevisiae, que contenian el vector pYES2 con el inserto
correspondiente a los genes FPGI y CFGI, fueron cultivadas en 100 ml de medio SD
con todos los aminoacidos excepto el uracilo. Como controles se emplearon, la cepa sin
transformar cultivada en las mismas condiciones, pero suplementando el medio con
todos los aminodacidos incluido el uracilo, y por otro lado, la cepa transformada con el
vector sin inserto, que se cultivo en medio SD con todos los aminoacidos excepto el
uracilo. En todos los casos el medio se suplement6 con 2% de glucosa. Los cultivos se

mantuvieron a 30°C en un agitador orbital a 200rpm.

Una vez alcanzada la fase estacionaria, las células se centrifugaron y se lavaron con
agua hasta cuatro veces con la finalidad de eliminar los restos de glucosa del medio.
Estos cultivos se inocularon en 50 ml de medio SD con todos los aminoécidos excepto
el uracilo (las cepas control sin transformar se cultivaron de nuevo en presencia de
uracilo) esta vez suplementado galactosa al 2%. Los cultivos se mantuvieron a 30°C y
200rpm durante 48h. Transcurridas 48 h los cultivos fueron recuperados, y las células y

el sobrenadante se guardaron por separado, o fueron utilizadas directamente.

5. Generacion de cepas con delecciones para los genes FPGI1, CFGI y

URA3

5.1. Interrupcion génica mediada por PCR

Se empled como marcador el casete de resistencia a la geneticina flanqueado por los

sitios loxP, loxP-KanMX-loxP, presente en el vector pUG6 (Giildener et al., 1996).
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El casete FPG1-loxpKanMXloxP se utilizd para interrumpir los genes FPG/ (Foam
promoting gene) y CFGI (Carlsbergensis foaming gene), mientras que el casete URA-
loxPKanMXIloxP se utiliz6 para interrumpir el gen URAS3.

El casete de interrupcion FPG1-loxPKanMXloxP se obtuvo mediante PCR a partir del
vector pUG6 con los oligonucle6tidos FPGfint/FPGrint (Tabla 4). El oligonucleotido
FPGfint contiene en su extremo 3" 25 pb que se corresponden con el extremo 5'del
casete loxp-KanMX-1loxP y en el extremo 5 tiene 42 pb que se corresponden con los pb
1-42 del gen AWAI. El primer FPGrint contiene en su extremo 3" 23 pb
correspondientes al extremo 3°del casete loxP-KanMX-loxP y en su extremo 5’
contiene 39 pares de bases que se corresponden con los pb 5104-5142 del gen AWAI.

El casete de interrupcion URA-loxPKanMXloxP se obtuvo mediante PCR a partir del
vector pUG6 con los oligonucledltidos uraF/uraR (Tabla 4). El oligonucleotido uraF
contiene en su extremo 3" 25 pb que se corresponden con el extremo 5’del casete loxp-
KanMX-loxP, y en su extremo 5" 24 pb que se corresponden con la posicion -39 a la -
15 del gen URA3 de S. cerevisiae. El oligonucleotido uraR contiene en su extremo 323
pb que se corresponden con el extremo 3’del casete loxP-KanMX-loxP y en su extremo
5" 21 pb que se corresponden con la posicion 760 a la 780 del gen URA3 de S.
cerevisiae.

Una vez obtenido el casete de interrupcion las células fueron transformadas

directamente con esta construccion.
5.2. Eliminacion del marcador de resistencia
Para ello se utilizo el vector YEp351-cre-cyh.

Las células transformadas con este plasmido se mantuvieron durante toda la noche en
medio YPD. Posteriormente se sembraron en medio YPD suplementado con

cycloheximida, de manera que solamente crecieron aquellas que contenian el plasmido.

La expresion de la Cre recombinasa se llevd a cabo manteniendo los cultivos en YPGal
durante al menos 4 h. Posteriormente las células se recuperaron y se sembraron en
placas de YPD. Una vez que crecieron las colonias se comprob6d que habian perdido la
resistencia a la G418 haciendo replica en placa en medio YPD suplementado con este

antibiotico.
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La eliminacién del vector YEp351-cre-cyh, se realiz6 manteniendo las células en YPD

durante varias generaciones.
6. Conjugacion, Esporulacion y Analisis de Tétradas

Para llevar a cabo la conjugacion, las cepas haploides a y a tanto de S. cerevisiae como
de S. pastorianus, se cultivaron por separado en medio YPD. Ambos cultivos se
mezclaron en cantidades iguales y se incubaron varias h a 30°C en YPD para formar los
diploides. Posteriormente, los diploides recién obtenidos se sembraron en medio SD
suplementado con los aminoacidos cuya auxotrofia no es complementada al formarse

los diploides, y se incubaron 48 h a 30°C.

Los diploides formados por conjugacion, asi como los diploides homotalicos, se
sembraron en YPD, donde se mantuvieron durante 24h, transcurrido este tiempo se
sembraron en medio de esporulacion, donde se mantuvieron a 24°C entre 5 y 7 dias,

hasta que se obtuvo un nimero suficiente de ascas con cuatro esporas.

Para llevar a cabo la diseccion de las ascas, éstas fueron incubadas en Liticasa (Sigma)
(0,5 ng/ml) a 30°C durante 15 min, para debilitar la pared de la ascospora. Una alicuota
de esta suspension se extendio en una placa de YPD, donde se seleccionaron aquellas
ascas que contenian cuatro ascosporas. Estas ascas fueron diseccionadas con un
micromanipulador “Micromanipulator II” (Allen Benjamin Inc.) acoplado a un

microscopio Nikon SE (Figura 12).

Figura 12. Micromanipulador “Micromanipulator II”’ (Allen Benjamin Inc.) acoplado a un microscopio

Nikon SE (Figura 12).
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7. Mapeo genético
7.1. Mapeo mitotico

El mapeo mitotico se realizé mediante la técnica de pérdida de cromosomas empleando
Metil-benzimidazol-2-il-carbamato (MBC) se llevé a cabo siguiendo el protocolo

descrito por Wood (1982).

El MBC se prepar6 en una solucion stock 10mg/ml DMSO vy se esterilizo filtrandolo a
través de membranas de 0.22 pm (Millipore).

Se construy6 un diploide heterocigoto con un marcador recesivo para cada uno de los
cromosomas probados, e igualmente heterozigoto para el gen que se deseaba mapear.
Un cultivo en fase exponencial (8x10° células/ml) de este diploide se cultivd a 23°C
durante toda la noche en YPD suplementado con 100 pg/ml de MBC. El cultivo se
recuperd por centrifugacion a 5000 rpm durante 5 min y se lavd dos veces con agua
estéril. Posteriormente se sembrd en YPD, y al cabo de 3 dias, mediante la técnica de
réplica en placa, se sembrd en el medio adecuado para detectar distintas auxotrofias y el
fenotipo del gen que se deseaba mapear.

La pérdida o adquisicién del fenotipo correspondiente al gen que se desea mapear, se
produce paralelamente a la adquisicion por parte del diploide de una determinada
auxotrofia (debido a la pérdida del cromosoma homologo que lleva el alelo silvestre),

permitiendo localizar el gen en un cromosoma concreto.
7.2. Mapeo meidtico

Para llevar a cabo la localizacion precisa de un gen en un cromosoma y el
establecimiento de grupos de ligamiento, se siguieron las indicaciones de Sherman &
Wakem (1991). Las distancia genética se establecio aplicando la formula de Perkins

(Perkins, 1949; Ma & Mortimer, 1983).

Los marcadores de ligamiento empleados fueron cyh2 y leul ambos ubicados en el

cromosoma VII, y ade2 en el cromosoma XV.
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8. Técnicas de Manipulacion de proteinas

8.1. Purificacion de la pared celular de S. cerevisiae y de S. pastorianus

Las paredes celulares se purificaron a partir de cultivos preparados en medio YPD y
medio YPD suplementado con tunicamicina, de distintas cepas de S. cerevisiae y de S.
pastorianus en fase estacionaria. A continuacidon se recuperaron las células mediante
centrifugacion a 5000 rpm. Las células se lavaron tres veces con tampén de aislamiento
a 0°C (Tris-HCI1 10 mM, pH 7.8, PMSF 1 mM). A cada gramo de células se le afiadieron
3 ml de tampdn junto con 10 mg de perlas de vidrio de didmetro 0.45 mm. La mezcla se

agito en un agitador al 50% de su velocidad méxima durante 30 s.

El seguimiento de la rotura de la pared celular se hizo al microscopio 6ptico. El lisado
se recuperd y se lavaron las perlas de vidrio con NaCl 1 M y PMSF 1 mM frio hasta

clarificar los extractos.

Las paredes celulares se recuperaron centrifugando a 4000 rpm durante 8§ min, y se

lavaron tres veces con PMSF 1 mM.
8.2. Extraccion de proteinas
8.2.1 Extraccion desde pared celular mediante SDS

Las paredes celulares se suspendieron en tampoén de extraccion (Tris-HCI 50 mM a pH
7.8, SDS al 2%, EDTA 100 mM y B-mercaptoetanol 40 Mm), y se hirvieron durante 5

min.

Las paredes se precipitaron por centrifugacion a 10000 rpm durante 5 min, y el
sobrenadante que contenia las proteinas se cargd directamente en un gel de

electroforesis de SDS-poliacrilamida.
8.2.2 Extraccion de proteinas de la pared celular desde células viables con liticasa

Un cultivo de levaduras en fase estacionaria se recuperd mediante centrifugacion a 5000

rpm, y se lavo tres veces en una solucion salina fria (NaOH al 0.85%).

6x10°® células/ml se suspendieron en 1 ml de tampén de digestion (Tris-HC1 0.1 M a pH
8.1 y liticasa 400 U/ml). Para evitar la lisis de los protoplastos se afiadi6 MgSO4 0.5 M

al tampon.
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Las células se incubaron en tampoén de digestion durante al menos 2 h a 30°C en
agitacion. Transcurrido el tiempo de incubacion, la suspension celular se centrifugo a

4°C y 1000 rpm durante 5 min.

Se recuper? el sobrenadante y se transfirié a un tubo donde se volvio a centrifugar a 4°C

y 10000 rpm durante 10 min, recuperando finalmente el sobrenadante con las proteinas.
8.2.3. Extraccion post-alcali de las proteinas de la pared celular.

Un cultivo en fase estacionaria se recuperd por centrifugacion a 5000 rpm. 2.5 mg de
peso humedo de células se suspendieron en 100 pl de agua estilada y a esta suspension
se le afiadieron 100 pul de NaOH 0.2 M. Las células se incubaron en esta suspension
durante 5 min a temperatura ambiente y transcurrido este tiempo se recuperaron por
centrifugacion. Posteriormente las células se suspendieron en 50 pl de tampon de
muestra. La mezcla se hirvié durante 3 min. El sobrenadante se recuper6 tras centrifugar

la mezcla, y se cargd directamente en un gel de electroforesis de SDS-poliacrilamida.

Tampon de muestra: Tris-HCI 0.06 M, pH 6.8, glicerol 5%, SDS 2%, B-

mercaptoetanol, azul de bromofenol 0.0025%
8.3. Concentracion de proteinas

8.3.1. Ultrafiltracion

La solucion conteniendo las proteinas extraidas de la pared celular se filtro a través de

una membrana de tamafio de poro de 30 Da en una célula Amicon.

Las muestras fueron concentradas 100 veces desde un volumen inicial de 100 ml hasta 1

ml.
Para volumenes inferiores a 5 ml se emplearon Centricones (Millipore).
8.3.2 Precipitacion con KDS y acetona

Las manoproteinas procedentes del sobrenadante de los cultivos de levaduras obtenidos
de la fermentacion del mosto sintético se precipitaron y concentraron por el método de

KDS acetona descrito por Fusi (2010).
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Tras 48 hs los cultivos se centrifugaron y al sobrenadante se le afiadié SDS al 10% hasta
alcanzar una concentracion final del 0.2% (w/v). Las muestras se hirvieron durante 5

min y se les afladio KCI1 2 M hasta alcanzar una concentracion final de 400 mM.

Las muestras se mezclaron agitando vigorosamente durante 45 min a 4°C, y el
precipitado de KDS-proteina se recuper6 por centrifugacion a 11000 rpm durante 35

min a 4°C.

La fraccion de glicoproteinas se recuperd desde el sobrenadante de la precipitacion con
KDS mediante la precipitacion con acetona. Al sobrenadante de la precipitacion con
KDS se le anadieron 4 volimenes de acetona a 0°C. Después de 30 min las muestras se

centrifugaron a 11000 rpm durante 35 min a 4°C. Los precipitados se secaron a 37°C.
8.4. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se utiliz6 un sistema de electroforesis vertical siguiendo las instrucciones del fabricante
(Biorad). El gel de electroforesis contenia la parte inferior que se corresponde con el gel
separador y la parte superior que se corresponde con el gel concentrador. El gel
separador se empled a una concentracion de 7.5% para proteinas entre 40 KDa y 280

KDa,.

Haces una tabla con las concentraciones y es suficiente.
Agua 4.85 ml
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8  2.5ml
SDS 10% 100 pl
Acrilamida/Bis 2.5ml

Estos componentes se degasificaron a temperatura ambiente durante al menos 15 min.

Posteriormente se afiadieron:
Persulfato de amonio 50 ul
TEMED Sul

El persulfato de amonio se preparé en el momento. La polimerizacion del gel de

poliacrilamida comenzo6 cuando se afiadiéo el TEMED. Tras afiadir el gel en el molde se
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afnadi6 una pelicula de butanol para evitar que el gel entre en contacto con el aire y se
esper6 hasta que el gel separador estaba totalmente polimerizado, aproximadamente 40

min.

Una vez que el gel separador esta totalmente polimerizado se afiadi6 el gel concentrador

al 4% que se prepar6 con la siguiente mezcla:
Agua 6.1 ml

Tris-HC1 0.5 M pH 6.8 2.5 ml

SDS 10 % 150 ul
Acrilamida/Bis 1.33 ml
Persulfato de amonio 50 ul
TEMED 10 ul

El gel concentrador se prepar6 de la misma manera que el separador y se esperaron unos

45 min hasta que estuvo totalmente polimerizado.

Una vez formado el gel, se afladen las muestras junto al tampdn de carga. Se afiaden de
1 a 4 volumenes de muestra por cada volumen de muestra. Antes de cargar el gel la

muestra con el tampon de carga se hiervieron durante 4 min.

El gel se introduce en una cubeta con tampon de corrida y las muestras se cargan en los
pocillos. La electroforesis se llevo a cabo a intensidad constante y a 80 V hasta que el
frente llegd al gel separador, entonces se aument6 a 140 V hasta que el frente se salio

por la parte inferior del gel.
8.5. Tincion de proteinas

8.5.1. Tincion con Azul de Commassie

Para diferenciar las proteinas presentes, el gel se tifid0 con una solucion de tincion
durante 1 h. Una vez tefiido se sumergio en la solucion decolorante I durante 1 h, ésta
elimina la solucion de tincion del fondo permitiendo que se vean solamente las
proteinas tefiidas en forma de bandas. Finalmente se sumerge en la solucion decolorante

IT de 12 a 16 h, eliminando los restos del colorante y aumenta el contraste de las bandas.
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Solucién de tincion: Azul de Commassie R-250 (Biorad) 1 g/l, Metanol 40%
(v/v), Acido Acético 10% (v/v).

Solucion decolorante I: Metanol 40% (v/v), Acido Acético 10% (v/v).
Solucién decolorante II: Acido Acético 10% (v/v).
8.5.2. Tincion con PAS-Schiff

Los geles se tifieron con el ractivo de Schiff para detectar los carbohidratos como

describié Carlsson (1993).

El gel se fijo en una solucion fijadora durante al menos 1 h. Posteriormente el gel se
incubd en una solucion de acido periddico fresca durante 1 h. En el momento se preparo
una solucion de metabisulfito en la que se sumergi6 el gel hasta que estuvo
completamente amarillo (entre 5 y 10 min), entonces la solucion se reemplaz6 por una
solucion fresca de metabisulfito hasta que desapareci6 el color amarillo (entre 5 y 10
min). Se descartd esta solucion y el gel se incubo en el reactivo de Schiff hasta que
aparecieron bandas de color rosa oscuro (nunca mas de 2 h) El exceso de tinte se

elimind mediante lavados en solucién fijadora.

Reactivo de Schiff: a 1 g de Fucsina Basica se le afiadieron 200 ml de agua
destilada hirviendo, se afiadio 1 ml de HCI que quedara a una concentracion final
de 0.1 N. Cuando la mezcla enfrio se anadieron 2g de metabisulfito sddico.

Finalmente se guardo a 4°C y oscuridad durante 48 h y se filtro.
Solucion Fijadora: Etanol 20 % (v/v), Acido Acético 7 % (V/v).

Solucion de Acido Periédico: Acido Periddico 0.7 % (p/v), Acido Acético 5 %
(V/v).

Solucion de Metabisulfito: Metabisulfito Potasico 0.2 % (p/v), Acido Acético 5
% (v/v).

9. Analisis de las secuencias

Las secuencias de ADN vy las secuencias proteicas se analizaron con distintos paquetes

informaticos:
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- Vector NTI Advance 10 (Invitrogen): fue empleado para analizar las secuencias de
ADN obtenidas y traducirlas a aminoacidos. También se empled este programa para
disefiar los oligonucleotidos utilizados en este trabajo, asi como para el disefio de las

nuevas construcciones.

- BLAST del NCBI (Altschul et al., 1997): Se utiliz6 para comparar las secuencias

génicas y aminoacidicas con bases de datos existentes.

- BioEdit (Hall, 1999): Se utiliz6 para analizar la homologia de las secuencias mediante
alineamientos. También se empled para realizar alineamientos con las secuencias y

estudiar los niveles de homologia entre ellas.

- EXPASY (European Informatic Institute): se utilizaron distintas herramientas de este

servidor para el andlisis de las secuencias aminoacidicas obtenidas.

- SPSS Inc 19 (IBM): Se utilizo para realizar los analisis estadisticos.
10. Fermentaciones en laboratorio

Los mostos empleados para llevar a cabo las distintas fermentaciones fueron los
siguietes: mosto sintético, mosto de uva de la variedad Mencia (cosecha 2005, Ribeira
Sacra), y mosto cervecero (Hijos de Rivera, S.A.). Las fermentaciones se llevaron a
cabo en tubos de vidrio de 20 ml, a los cuales se les anadian 12.5 ml de mosto, con la

finalidad de dejar espacio para la espuma que se producia durante la fermentacion.

La fermentacion del mosto de la uva se realiz6 a 23°C  mientras que la del mosto

cervecero se llevo a cabo a 15°C.

Como cultivo iniciadorse emplearon distintas cepas de S. cerevisiae y de S.
carlsbergensis de baja fermentacion. Para obtener estos cultivo se inocul6é un matraz de
100 ml de YPD con la cepa que se iba a utilizar como iniciadora de la fermentaciony se
cultivo durante toda la noche a 30°C y al dia siguiente se cuantificaron por
espectrofotometria a una DOggo, cuando alcanzaron una concentracion de 107células/ml,
se centrifugaron a 5000 rpm durante 20 min a 4°C. Las células precipitadas se
recuperaron y se resuspendieron en el mosto a una densidad de 1.107 células/ml.

Los tubos se pesaron para medir la pérdida de CO, hasta que finaliz6 la fermentacion.

65



Materiales v Métodos

11. Seleccion de cepas espumantes

Las cepas empleadas fueron utilizadas como inoculo de en un ensayo de fermentacion.
La seleccion de la cepa espumante se hizo valorando la cantidad de espuma, la
permanencia de la espuma y la presencia de células en la espuma, como se ha descrito

previamente (Chiavari ef al., 2000).
12. Analisis organoléptico del vino y la cerveza

Se midid la velocidad de fermentacion de cada cepa mediante el cambio de peso por
pérdidad de CO, Para considerar el descenso del peso debido a la evaporacién durante

el enayo, se mantuvieron en condiciones similares dos tubos con mosto sin inocular.

Los valores de CO; se utilizaron para calcular la velocidad fermentativa (Vfy,)), que es el
promedio de la velocidad fermentativa inicial (Vf;) y de la velocidad fermentativa total
(V1). La primera se refiere a los gramos de CO; producidos diariamente durante los 5
primeros dias del ensayo, y la segunda indica los gramos de Co, producidos durante
toda la fermentacion. También se calculd el poder fermentativo (Pf) de la cepa que se

refiere a los gramos de CO; producidos al término de la fermentacion.

Una vez obtenidos el vino y la cerveza se analizaron la concentracion de etanol, de
acido acético y de glicerol. Para ellos se emplearon los kits comerciales
correspondientes  (Boehringer-Mannheim) y se siguieron las instrucciones

correspondientes en cada caso.

13. “Shaking method” para medida de estabilidad de la espuma de la

cerveza

La medida de la estabilidad de la espuma se realiz6 por el procedimiento de la agitacion
descrito por Kapp &Bamforth (2002). Se tomaron 5 ml de cada muestra de cerveza que
se vertieron en tubos de 15 ml y didmetro de 1.5 cm. Los tubos tapados se agitaron a
mano 10 veces durante aproximadamente 3 s. Tras la agitacion se retir6 inmediatamente
la tapa, y se midio la altura hasta la que llegaba la espuma, las medidas se realizaron a

los 5 min y a los 30 min.
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14. Pruebas fenotipicas

14.1. Sensibilidad a la liticasa

Las células fueron cultivadas a 30°C en un agitador orbital durante 12h y 48h. Se
recuperaron por centrifugacion a 5000 rpm durante 5 min y se lavaron dos veces con
agua. Posteriormente se resuspendieron en tampdn fosfato sodico 0,1 M (pH7.5) y se
afadieron 200 U/ml de liticasa. Las suspensiones celulares se incubaron a 30°C y se
tomaron medidas de la densidad celular de manera periddica a una densidad optica de

600 nm en un espectrofotometro Jenway (Genova).
14.2. Sensibilidad osmodtica

Se prepararon placas con medio YPD solido suplementado con sorbitol a
concentraciones de 1M, 1.5M, 2M, 2.5M y 3M. A partir de cultivos con 1.10° cel/ml se

realizaron diluciones seriadas de células 1:10 y se sembraron en spots de 5 pl.
Se incubaron a 30°C durante 3 dias.
14.3. Sensibilidad al SDS (Sodio Dodecil Sulfato)

Se prepararon placas de medio YPD suplementado con SDS 0.1%. Se hicieron
soluciones seriadas 1:10 a partir de un cultivo 1.10° cel/ml y se sembraron spots de 5 pl.

Estas placas se incubaron a 30 °C durante al menos 4 dias.
14.4. Sensibilidad al Calcoflior White (CFW)

Spots de 5 pl de diluciones seriadas 1:10 de un cultivo de 1.10° cel/ml se sembraron en
placas de medio de cultivo YPD suplementado con 0.1% de Calcofluor White, y se

incubaron durante 2 dias a 30°C.
14.5. Tincion con Calcofluor White (CFW)

Las células fueron incubadas a 30°C. Se recuperd 1ml de cultivo por centrifugacion a
5000rpm durante 5 min y se lavaron con agua dos veces y una con PBS. Posteriormente
las células fueron tefiidas con Calcoflior White como se ha descrito previamente
(Cabib, 2008). La fluorescencia de 100 ul de una suspension de 10° cel/ml las células

se observod en un transiluminador (Molecular Imager® Gel Doc™ XR; Bio-rad).
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14.6. Tolerancia al etanol

Se prepararon tubos con 5 ml de YPD liquido con etanol al 12% y al 15%. Estos tubos
fueron inoculados con 1.10° cel/ml de las cepas que se quisieron analizar, y se incubaron
durante 24 h a 30°C. Transcurrido este tiempo se midio la densidad celular de los

cultivos en un espectrofotdometro Jenway (Genova) a una densidad optica de 600 nm.
14.7. Sensibilidad a la temperatura

Se realizaron diluciones seriadas 1:10 de un cultivo inicial de 1.10° cel/ml que se
sembraron en spots en placas de medio YPD. Estos cultivos incubaron a distintas
temperaturas: 15°C, 23°C, 30°C, 37°C, durante 4 dias o bien hasta que se observo

crecimiento.
14.8. Hidrofobicidad de la superficie celular

Se inocularon 100 ml de YPD con un cultivo de células, y se incub6 durante toda la
noche a 30°C en agitacion continua. El cultivo se lavoé dos veces con agua estéril
centrifugandolo a 5000 rpm. El cultivo recuperado se secd y se peso. Posteriormente 0.5
mg/ml de peso seco se de células se resuspendieron en 10 mol/l KNOs a pH4.5. A esta
suspension se le anadid 1 ml de n-hexano y se agitd vigorosamente durante 25 s.
Posteriormente se dejo reposar aproximadamente 30 min hasta que se separaron la fase
acuosa y la fase organica. La porcion de células transferidas desde la fase acuosa a la
fase organica con hexano se establecié midiendo absorbancia en la fase acuosa en un
espectrofotometro Jenway (Genova) a DOs7onm. La hidrofobicidad se expresa como el

porcentaje total de células retiradas desde la fase acuosa a la fase organica y expresada

como:
A;570nm — A¢570
HSC (%) = nm — A¢570nm
Ai 570nm
Donde: HSC: Hidrofobicidad de la superficie celular.

Aj: Absorbancia inicial, medida a partir de la suspendién inicial antes de
afadir el hexano.
Ag: Absorbancia final, medida a partir de la fase acuosa tras la mezcla

con el hexano.
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Capitulo 1: Deleccion de los genes HO de S. cerevisiae y Sc-HO de S. pastorianus

Objetivos

- Heterotalizacion de la cepa 145A211 de Saccharomyces cerevisiae y de la cepa
Weihenstephan 34/70 de Saccharomyces pastorianus.

- Reduccion del nivel de ploidia en las cepas 145A211 de Saccharomyces
cerevisiae'y Weihenstephan 34/70 de Saccharomyces pastorianus.

- Obtencion de cepas competentes para la conjugacion a partir de la cepal45A211
de Saccharomyces cerevisiae y de la cepa Weihenstephan 34/70 de

Saccharomyces pastorianus.
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Resultados
Capitulo 1: Deleccion de los genes HO de S. cerevisiae y Sc-HO de S. pastorianus

1. Interrupcion del gen HO en S. cerevisiae

El casete de interrupcion HO-loxpKanMXloxP, obtenido a partir del vector pDHO, se
empled para transformar la cepa silvestre S. cerevisiae 145A211. Los transformantes se
seleccionaron en medio con G418, obteniéndose asi nuevos clones diploides
heterocigotos para el gen HO (HO/ho::loxPKanMXloxP), ya que la recombinacién
homologa ocurri6 entre el casete de interrupcion y el gen HO de uno de los cromosomas
del par. A continuacion, se indujo la esporulaciéon de los transformantes. Se
seleccionaron 20 de las tétradas obtenidas, que fueron diseccionadas y sembradas en
medio YPD suplementado con G418. Asi, de cada tétrada solamente se obtuvieron dos

colonias que eran haploides /0::loxPKanMXloxP.

La integracion del casete de interrupcion se verifico mediante PCR en todos los casos.
En el caso de los diploides heterozigotos HO/ho::loxPKanMXloxP, se observd que
cuando la PCR se realizaba con los oligonucle6tidos HO1F y HO2R se obtenian dos
secuencias, una de 1761 pb que se correspondia con el gen silvestre HO, y otra
secuencia de 1879 pb que se correspondia con el gen HO interrumpido con el casete
HO-loxPKanMXloxP. En las PCRs que se realizaron con las combinaciones de
oligonucle6tidos HO1F/loxPR, loxPF/HO2R y loxPF/loxPR, se obtuvieron los tamafios
de secuencia esperados, indicando que el casete se habia integrado correctamente

(Figura 13).
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Figura 13. Verificacion de la correcta integracion del casete por PCR con distintas combinaciones
de oligonucledtidos a partir del ADN genémico de dos clones de la cepa 145A211 de S. cerevisiae.
Clon 1 (calles 1-4) y Clon 2 (calles 5-8). Oligonucledtidos empleados: HO1/loxpr (calles 1 y 5);
loxpf/HO2 (calles 2 y 6); HO1/HO2 (calles 3 y 7); loxpf/lopr (calles 4 y 8). Los tamafios en pb del

marcador (M) se muestran a la izquierda de la imagen.
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La conversion de las cepas homotalicas en heterotalicas se verificd induciendo la
esporulacion de 6 cepas haploides que portaban el gen HO interrumpido. Se comprobd
que en ningin caso eran capaces de formar esporas lo que indico6 que se habia

interrumpido el gen HO correctamente y que las cepas eran ahora heterotalicas.

Las cepas haploides con el gen HO interrumpido se transformaron con el vector
YEp351-cre-cyh. Los transformantes fueron seleccionados en medio YPD
suplementado con cicloheximida, para su posterior cultivo en medio YPGal para inducir
la expresion de la Cre recombinasa y asi, por recombinacion de ésta con los sitios loxP,
eliminar el casete loxP-KanMX-loxP. Tras 4 horas de cultivo, se comprobd la
incapacidad de los transformantes seleccionados para crecer en presencia de G418, lo
que indico la eliminacion del gen de resistencia a la geneticina (G418), KanMX. Asi, se
obtuvieron nuevas cepas haploides idénticas en todo a la cepa silvestre 145A211 de S.
cerevisiae excepto que eran hoA. Este genotipo fue comprobado mediante PCR
empleando las combinaciones de oligonucledtidos previamente descrito. Estos analisis

confirmaron la deleccion del gen HO y la adquision del caracter Aho.

La verificacion de que estas cepas son koA se realizd por PCR empleando las
combinaciones de oligonucleotidos descritas anteriormente. Cuando se amplificé el gen
con los oligonucledtidos HO1F/HO2R se obtuvo una secuencia 217 pb que se
corresponde con la suma de los tamanos de los fragmentos HO1 y HO2, sin el casete
loxP-KanMX-loxP. Cuando la verificacion se realizd6 con los oligonucledtidos
loxPF/loxPR no se amplificé ninguna secuencia, lo que confirmé la deleccion del casete

de interrupcion (Figura 14). Estos analisis confirmaron la deleccion del gen HO.
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Figura 14. Verificacion por PCR de la deleccion del gen
HO en dos clones de 1a cepa 145A211 de S. cerevisiae. Clon
1 (calles 1y 3) y Clon 2 (calles 2 y 4). Oligonucleétidos
empleados: HO1/HO2 (calles 1 y 2); loxpF/loxpR (calles 3
y4). Los tamafios en pb del marcador (M) se muestran a la
izquierda de la imagen.
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2. Estudio de la capacidad conjugativa de las cepas hoA de S. cerevisiae

La capacidad conjugativa se comprobo mediante cruces entre 6 cepas #0A y dos cepas
genéticas de S. cerevisiae, la cepa CSH84L (o) la cepa CSH8IL (a). Como las cepas
derivadas de la 145A211 no presentan auxotrofias, la formacion de diploides se
comprobd por su capacidad para producir zigotos y esporas. Cada una de las cepas
seleccionadas se cruzd con ambas cepas genéticas (a y a), pero en todos los casos
solamente se obtuvieron zigotos y ascas con una de ellas (a o a), lo que confirmé6 que
las cepas eran ahora heterotalicas y haploides y que todas eran capaces de conjugar
(Figura 15). Ademas esto nos permitio establecer el tipo de MAT de cada una de las 6
cepas seleccionadas, de las que se seleccion6 una para desarrollar el trabajo, esta cepa

con MAT a se denomin6 SC22.

A B

e Mg
- . : Q Figura 15. Analisis de la capacidad

conjugativa. A) Zigoto formado a partir del
cruce de la cepa SC22 y CSH89L. B) Tétrada
obtenida al esporular el diploide SC22/CSH89L.

3. Interrupcion del gen Sc-HO en S. pastorianus

La interrupcién del gen Sc-HO de la cepa Weihenstephan 34/70 de S. pastorianus fue
realizada siguiendo un esquema muy parecido al de S. cerevisiae previamente descrito.
Se empled el casete de interrupcion HO-loxPKanMXloxP selecciondndose a los
transformantes en medio YPD suplementado con G418. La correcta integracion del
casete en el gen Sc-HO se comprobd mediante PCR. Asi, cuando se utilizo la
combinacion de oligonucleotidos HO1F/HO2R se observaron dos bandas, una de 1761
pb que se corresponde con el gen silvestre sin interrumpir y otra banda de 1879 que se
corresponde con el gen Sc-ho::HO-loxPKanMXloxP, por lo que el casete se habria
integrado solamente en uno de los cromosomas del tipo Sc. Cuando se realizaron las
comprobaciones con las combinaciones de oligonucleotidos HO1F/loxPR, loxPF/HO2R
y loxPF/loxPR se obtuvo una Unica banda en cada caso del tamafio esperado, con lo que

se confirm6 que el casete se habia integrado correctamente (Figura 16).
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Figura 16. Verificacion de la correcta integracion del casete por PCR con distintas combinaciones
de oligonucledtidos a partir del ADN genémico de dos clones de la cepa Weihenstephan 34/70 de S.
pastorianus. Clon 1 (calles 1-4) y Clon 2 (calles 5-8). Oligonucleotidos empleados: HO1/HO2 (calles 1
y 5); HO1/loxpr (calles 2 y 6); loxpf/HO2 (calles 3 y 7); loxpf/lopr (calles 4 y 8). Los tamafios en pb del
marcador (M) se muestran a la izquierda de la imagen.

Con el objetivo de obtener una cepa heterotélica, un transformante Sc-HO/Sc-ho::HO-
loxPKanMXloxP se cultivo en medio SPO1 y cuando se obtuvo un numero suficiente
de tétradas, 20 de ellas fueron diseccionadas y las esporas sembradas en placas de YPD
suplementado con G418. De cada una de las tétradas, solamente fueron capaces de
crecer en este medio dos esporas que eran las que portaban el gen de resistencia a la
G418, KanMX, y por lo tanto eran Sc-ho::HO-loxPKanMXloxP. Asi se comprobo

también que la segregacion del gen Sc-HO es 2:2.

El heterotalismo de las cepas se comprob6 mediante esporulacion, como se ha descrito

previamente, sin que en ninguno de los casos analizados se obtuviesen esporas.

La eliminacion del gen de resistencia se realizd6 mediante transformacion de las cepas
con el vector YEp351-cre-cyh, segun lo descrito para S. cerevisiae. Se vio que las cepas
eran ahora Sc-hoA (Figura 17). La verificacion de la correcta eliminacion del casete se

realiz6 mediante PCR a partir del ADN gendmico de las cepas Sc-/0A.
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de la deleccion del gen HO en dos
clones de la cepa Weihenstephan
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Cuando se utilizaron los oligonucle6tidos HO1F/HO2R se obtuvo una tnica banda de
217 pb se correspondia con los fragmentos HO1 y HO2 del casete. No se obtuvo
ninguna banda cuando la amplificacion se realizd6 con los oligonucledtidos

loxPF/1oxPR, verificando la correcta eliminacion del casete loxP-KanMX-1oxP.

4. Estudio de la capacidad para conjugar de las cepas Sc-hoA de S.

pastorianus

La habilidad para conjugar de las cepas heterotalicas se comprobd realizando cruces
entre 6 cepas heterotalicas Sc-hoA derivadas de la cepa Weihenstephan 34/70 de S.
pastorianus 'y dos cepas genéticas de S. cerevisiae con MAT conocido, la cepa CSH84L
(a) la cepa CSH89L (a). Como las cepas derivadas de la cepa Weihenstephan 34/70 no
presentan auxotrofias, la conjugacion entre ellas se comprobd por su capacidad para
producir zigotos y esporas. Cada una de las cepas seleccionadas se cruzd con ambas
cepas genéticas, pero en todos los casos solamente se obtuvieron zigotos y ascas con
una de ellos (a 0 a), lo que confirmd que las cepas eran ahora heterotalicas y que todas
eran capaces de conjugar. Ademas esto nos permitio establecer el tipo de MAT de cada
una de las 6 cepas seleccionadas, de entre ellas se selecciond una para realizar el resto

del trabajo, esta fue la cepa con MAT a denominada SP5 (Figura 18).
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A B

Figura 18. A) Zigoto formado a partir
del cruce de la cepa SP5 y CSH89L. B)
Tétrada obtenida al esporular el diploide
SP5/CSH89L.
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En las fermentaciones las levaduras desempefian un papel primordial por ser
responsables de la produccion de etanol. Ademads, también son responsables de muchas
otras caracteristicas organolépticas de las bebidas alcohodlicas (Pretorius, 2000).
Tradicionalmente la mejora de las levaduras se ha realizado mediante técnicas de
hibridacién por cruces entre cepas haploides, sin embargo existen otras técnicas para la
mejora de levaduras como es la induccion de mutaciones, por fusién de protoplastos y la
mejora genética de levaduras por técnicas del ADN recombinante. El problema de las
técnicas de hibridacion y de induccion de mutaciones es que se consigue mejorar un
caracter pero no se controla la pérdida de otros o la adquisicion de caracteres
indeseables para el producto. Ademas estos caracteres muchas veces estan determinados
por mas de un gen, lo que unido a que la mayoria de las cepas silvestres de S. cerevisiae
son diploides, poliploides o aneuploides, que las de S. pastorianus son alotetraploides, y
que en ambos casos son homotélicas con bajos niveles de esporulacion y baja viabilidad
de esporas, hace que la mejora de estas cepas por estos métodos sea dificultosa

(Pretorius, 2000; Puig et al., 2000; Blasco et al., 2008; Saerens et al., 2010).

La interrupcién y eliminacion del gen HO se ha empleado como una estrategia para
reducir el nivel de ploidia y asi el nimero de copia de los genes de manera que resulte
mas sencilla su manipulaciéon. La conversion de cepas homotalicas en heterotalicas
también posibilita la obtencion de hibridos de cepas con las que hasta el momento no se
podian obtener, modificando determinados caracteres que llevaran a la mejora de los

productos aumentando su interés para la industria.

En este trabajo se realizo el estudio de los genes responsables del cardcter espumante en
la cepa vinica 145A211 S. cerevisiae y la cepa cervecera Weihenstephan 34/70 de S.
pastorianus, ambas cepas homotalicas y con distintos niveles de ploidia, diploide en el
caso de la cepa 145A211 y tetraploide en el caso de la cepa Weihenstephan 34/70. Estas
caracteristicas dificultaban el estudio de estos genes, haciéndose necesario reducir el
nivel de ploidia de las mismas mediante la deleccion del gen responsable del
homotalismo, el gen HO en el caso de S. cerevisiae y el gen Sc-HO en el caso de S.

pastorianus (Harashima et al., 1974; Tamai et al., 2000).

En este trabajo se disenid un vector, pDHO, que contenia un casete de interrupcion del
gen HO, basado en la secuencia del gen HO de S. cerevisiae que es al mismo tiempo

homologo al gen Sc-HO de S. pastorianus (Tamai et al., 2000; Tamai et al, 2001), que
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permiti6 la deleccion de los genes HO y Sc-HO. La relacion filogenética existente entre
S. cerevisiae y S. pastorianus permitioé la utilizacion del mismo casete para las dos
especies ya que S. pastorianus es un hibrido de S. cerevisiae 'y S. bayanus que presenta
tres tipos de cromosomas: un tipo S. cerevisiae donde se encuentra el gen Sc-HO, otro
tipo S.bayanus donde se encuentra el gen Lg-HO (gen HO tipo Lager), y otros
cromosomas derivados de la recombinacioén de los anteriores (Querol & Bond, 2009;

Tamai et al, 2000).

El hecho de que so6lo 2 clones derivados de espora, de cada tétrada aislada tanto de la
cepa 145A211 como de la cepa Weihenstephan 34/70, creciesen en medio de
esporulacion tras la interrupcion génica nos indica que la segregacion de los genes HO 'y
Sc-HO es una segregacion 2:2, de manera que en cada uno de los clones derivados de

espora solamente habria un copia del gen que ademas estaria interrumpido.

Una vez eliminados los genes HO 'y Sc-HO se comprobd que todos los clones derivados
de espora no eran capaces de esporular y que habian adquirido la capacidad de conjugar
lo que permiti6 establecer el tipo de MAT que tenian, confirmandose que ambas cepas
eran heterotalicas y que por tanto se redujo su nivel de ploidia. Esta reduccién facilita la
mejora de estas levaduras mediante técnicas de ADN recombinante, y su utilizacién en
la industria, sobre todo en S. pastorianus en que hay cuatro copias para cada gen, como
en el caso de la deleccion del gen ILV2 para conseguir una maduracion acelerada de la
cerveza, resulta muy complicado y laborioso deleccionar todas las copias por lo que se
buscan alternativas como aumentar la expresion se otros genes, como el ILV5, que
desvian la produccion de la a-acetolactato a la produccion de valina de manera que no

se produzca diacetilo (Gjermansen et al., 1998; Polaina, 2002).

La adquisicion de competencia para la conjugacidon permitird, pues, la mejora de
determinados caracteres mediante técnicas tradicionales de hibridacion (Pretorius, 2000;

Puig et al., 2000; Blasco et al., 2008; Saerens et al., 2010).

La cepa de S. cerevisiae SC22 es haploide, ya que se redujo su ploidia a la mitad al ser
heterotalica y entrar en meiosis. Sin embargo el caso de la cepa SP5 de S. pastorianus
es diferente, ya que tiene su origen en un alotetraploide con dos copias para el gen Sc-
HO y otras dos para el gen Lg-HO, de manera que aunque se ha reducido su nivel de
ploidia a la mitad no es haploide, pero esta cepa se comporta como un heterotalico al

eliminar el gen Sc-HO, aunque sigue manteniendo los genes Lg-HO, cuyo fenotipo no
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se expresa probablemente debido a que el gen Sc-HO actua como un iniciador de la
conversion del tipo de MAT (Tamai et al., 2000). Unos resultados parecidos se
obtuvieron en un estudio realizado por Tamai et al. (2001) en el que se interrumpia el

gen Lg-HO pero no el Sc-HO, y los clones obtenidos se convertian en heterotalicos.

La habilidad conjugante de la cepa SP5 es debida a que en este caso el locus MAT esta
presente cromosoma III en una Unica copia de manera que el tipo de MAT esta bien
definido. La existencia de una tunica copia en esta cepa, en la que se ha reducido el
numero de cromosoma a la mitad por meiosis, es debido a que el cromosoma III es uno
de los ocho cromosomas quimera presentes en S. pastorianus que derivan de la
recombinacion de los cromosomas tipo Sc y Sb, y en concreto el locus MAT deriva de
una translocacion no reciproca que incluye una region homoéloga de 604 pb (Bond ef al.,

2004; Nakao et al., 2009).
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Capitulo 2: Estudio y analisis del gen responsable del caracter espumante en la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae

Objetivos

- Identificacién y secuenciacion de un gen implicado en la produccion de espuma
durante la fermentacion en la cepa vinica 145A211 de Saccharomyces
cerevisiae.

- Localizacion cromosomica del gen implicado en la produccion de espuma en la
cepa vinical45A211 de S. cerevisiae.

- Caracterizacion y localizacion de la proteina codificada por el gen responsable
de la produccion de espuma en la cepa vinica 145A211 de Saccharomyces
cerevisiae.

- Establecimiento de la relacion entre la proteina identificada y el fenotipo

espumante de la cepa 145A211.

89






Resultados







Resultados
Capitulo 2: Estudio y analisis del gen responsable del caracter espumante en la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae

1. Seleccion de cepas espumantes de S. cerevisiae

La cepa vinica silvestre 145 de S. cerevisiae se sometid a tres ciclos meidticos con la
finalidad de eliminar mutaciones. Asi se obtuvieron 36 cepas que fueron empleadas

como inoculo en las microfermentaciones para seleccionar la mejor cepa productora de

espuma (Tabla 5).
Altura Numero de
(cm) cepas
0-1 10
1-2 19
2-3 6
3-4 3 Tabla 5. Altura de la espuma en las fermentaciones con las distintas
4+ 1 cepas derivadas de la cepa 145 de S cerevisiae

A la hora de seleccionar las mejores estirpes, ademas de la altura de la espuma, se tuvo
también en cuenta la presencia de células de levadura en la espuma. Esto solo se
comprobd en aquellas que producian mas de 1 cm de altura de espuma.

La cepa 145A211 se eligi6 entre todas para seguir con los analisis por ser la que produjo
mayor cantidad de espuma y la que produjo espuma con una mayor estabilidad y

presencia de células.
2. Identificacion y secuenciacion del gen FPG1

Se disenaron oligonucleotidos basados en la secuencia del gen espumante AWAI
(GenBank: AB071164) de la cepa fermentadora de sake K7 de S. cerevisiae para
secuenciar y clonar un gen responsable de la produccion de espuma en las cepas vinicas
de S. cerevisiae. Fue posible amplificar una banda de aproximadamente 2300 pb a
partir del DNA gendémico de la cepa S. cerevisiae 145A211 utilizando los
oligonucleotidos awall y awal2. Tras su clonacion en el vector PCR Bluntll TOPO y
su secuenciacion, se vio que este fragmento de 2313 pb correspondia a un ORF
completo. Mediante la herramienta BLAST se pudo comprobar que la secuencia
obtenida no habia sido previamente descrita por otros autores, se le asign6 el nombre de
FPGI1 (Foam Promoting Gene), y fue incorporada a la base de datos GenBank donde se
le asigno el codigo EU414028.1 (Figura 19).

93



Resultados
Capitulo 2: Estudio y andlisis del gen responsable del caracter espumante en la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae

A B

Saccharomyces cerevisiae strain wine foam promoting protein precursor
(FPG1) gene, complete cds
GenBank: EU414028.1

>qgi|167047894 | gb|EU414028.1| Saccharomyces cerevisiae strain wine foam
promoting protein precursor (FPGl) gene, complete cds
ATGTTCAATCGCTTTAATARACTTCARGCCGCTTTGGCTTTGGTCCTTTACTCCCARAGTIGCATTGGGCC
ARTATTATACCAACAGTTCCTCRATCGCTAGTAACAGCTCCACTGCCGTTTCGTCAACTTCATCAGGTTC
TGTTTCCATCAGTAGTTCTATTGTTGAGTCGACCTCATCTGCTTCTGATGTCTCGAGCTCTCTCACTGAG
TTAACATCATCCTCCACCGAAGTCTCGAGCACCATTGCTCCATCAACCTCGTCCTCTGAAGTCTCGAGCT
CTATTACTTCATCAGGCTCTTCAGTCTCCGGCTCATCTTCTATTACTTCAT CAGGCTCATCAGTCTCCAG
CTTATCTTCTGCCACAGAATCAGGCTCATCCGCCTCAGGTTCATCTACCTCCATTACATCAGGCTCATCT
TCTGCCACAGAATCAGGCTCATCAGTCTCCGGTTCATCTACTTCCATTACATCAGGCTCATCCTCCGCCA
CTGAATCAGGCTCATCCGCCTCAGGTTCATC TACCTCCATTACATCAGGCTCATCTTCTGCCACAGAATC
AGGCTCATCAGTCTCCGGTTCAACTACTTCCATTACATCAGGCTCATCCTCCGCCACTGAATCAGGCTCA
TCCGCCTCAGGTTCATCTACCTCCATTACATCAGGCTCATCTTCTGCCACAGAATCAGGCTCATCAGTCT
CCGGTTCATCTACTTCCATTACATCAGGCTCATCCTCCGCCACTGCATCAGGCTCATCCGCCTCTGGTTC
AACTACTTCCATTACATCAGGCTCATCCTCCGCCACTGAATCAGGCTCATCCGCCTCAGGTTCATCTACC
TCCATTACATCAGGCTCATCTTCTGCCACAGAAT CAGGCTCATCAGTCTCCGGTTCATCTACTTCCATTA
CATCAGGCTCATCCTCCGCCACTGCATCAGGCTCATCCGCCTCTGGTTCAACTACTTCCATTACAT CAGG
CTCATCCTCCGCCACTGAATCAGGCTCATCCGCCTCAGGTTCATCTACCTCCATTACATCAGGCTCATCT
TCTGCCACAGAATCAGGC TCATCAGTCTCCGGTTCATCTACTTCCATTACATCAGGCTCATCCTCCGCCA
CTGCATCAGGCTCATCCGCCTCTGGTTCARCTTCCGCCACAGRAATCAGGC TCATCAGTCTCCGGTTCARC
TTCTGCCACAGAATCAGGCTCATCCGCCTCCGGT TCATCTTCTGCCACAGAATCAGGCTCATCCGCCTCC
GGTTCATCTTCTGCCACAGAATCAGGCTCATCCGCCTCCGGTTCATCTTCTGCCACAGARTCAGGCTCAT
CCGCCTCAGGTTCATCTACCTCCATTACATCAGGCTCATCTTCTGCCACAGAATCAGGCTCATCAGTCTC
CGGTTCAACGGCTTCCACCTTGACTTCCGGCTCCCCATCTGTTTATACCACAACATTAACATATGCAACA
ACCACRAGCACAGTAGTTGTCTCCTGTTCAGRRACAACTGATTCGARCGGTAACGTCTATACCATTACCA
CARCCGTACCATGTTCATCTACCACCGCCACTATCACTTCTTGCGATGAGACCGGATGTCATGTAACTAC
GTCTACCGGTACCGTCGCCACTGARRRCCGTTTCTTCCARATCATACACCACTGTTACCGTCACCCACTGT
GRACAACAATGGCTGTAACACCAAGACTGTCACTTCTGAATGTCCTGAAGAAACTTCAGCARCTACTACTT
CTCCARAATCATACACTACTGTTACCGTITACTCACTGTGACGACAACGGC TGTAACACTARGACTGTCAC
CTCTGAGGCCCCTGAAGC CACAACCACTACTGTTTCTCCARAGACATACACTACCGCTACTGTTACTCAG
TGCGATGACAATGGAT GTAGCACCAAGACTGTCACTTCTGAAGC TCCTAAAGAAACTTCAGARACTTCAG
AAACCAGTGCTGCCCCTARGACATACACTACTGCCACTGTTACTCAATGTGATGACAATGGTTGTAACGT
CAAGATAATCACCTCTCAAATACCTGARGCTACTTCAACCGCCACCGCAACTAGTGCTTCTCCARAGTCA
TACACTACTGTCACTTCTGAGGGTTCTAAAGCAACCTCATTGTCTACTGCCATTTCCAAGGCTTCTAGTG
CAATTTCCACATACTCCARATCTGCAGCTCCAATAARGACCTCTATTGGTATCATTGTCCAGTCCGAGGG
TATTGCCGCAGGTTTGAATGCCAATACTTTGRATGCATTGGTCGGTATTTTCGTTCTTGCTTTCTT TAAC
TAR

Figura 19. A) Secuencia del gen FPGI publicada en la base de datos GenBank. B) Banda

correspondiente al gen FPGI en un gel de agarosa.
3. Analisis de la secuencia de la proteina Fpglp

La ORF del gen codificaba para una proteina, Fpglp, de 770 aminoacidos y un peso
molecular de 72512.22 Da y pl de 4.23 (Figura 20).

Fue posible encontrar en la proteina Fpglp los motivos tipicos de los precursores de las

manoproteinas de la pared celular de las levaduras:

Region N-terminal y C-terminal hidréfobas.

Péptido senal (aminoacidos 1-24).

Una region rica en serina (S), que supone el 35.5% de los aminoacidos

(aminoacidos 29-470).

Una region rica en treonina (T), que supone el 18.2% de los aminoacidos

(aminoacidos 470-716).

Posible punto de anclaje al GPI (aminoacido 749).

Numerosos puntos de O-glicosilacion.
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- 2 puntos de N-glicosilacion (aminoécidos 28 y 35).
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Figura 20. A) Secuencia aminoacidica de la proteina Fpglp. Rojo: péptido sefial; Azul: region rica en

Serina; Naranja: region rica en Treonina; Subrayado verde: puntos de N-glicosilacion; Subrayado rosa:

punto de union al GPI. B) Analisis de hidrofobicidad de la secuencia utilizando el test de Kyte &

Doolittle (1982).

Una vez que Fpglp sufre las modificaciones postraduccionales, correspondientes a la

pérdida del péptido sefial y de la region posterior al punto de anclaje al GPI, dara lugar a

una proteina de 726 aa y un peso molecular de 67812.68. La secuencia de la proteina

Fpglp fue depositada en la base de datos GenBank donde se le asignd el codigo

ABZ10813.1.
4. Estudio de homologia

4.1. Homologia del gen FPG1

La secuencia del gen FPGI se compar6 con otras secuencias de nucledtidos empleando

la herramienta BLAST. Los resultados obtenidos mostraron elevados niveles de

homologia entre este gen y otros genes codificantes para manoproteinas.
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La mayor homologia se produjo con genes ubicados en el cromosoma XV de S.
cerevisiae, en concreto con el gen espumante AWAI de la cepa k7 fermentadora de sake
y con el gen HPF1 (Haze Protective Factor) de la cepa de laboratorio SC288 (Figura
21) y con su homoélogo en la cepa vinica EC1188, todos ellos codificantes para
manoproteinas ubicadas en la pared celular de las levaduras. Todos estos genes
presentaban, a su vez, grandes similitudes entre si.

Aunque el gen FPGI era altamente homodlogo a estos genes no era idéntico a ninguno

de ellos.
4.2. Homologia de la proteina Fpglp

El andlisis de homologia de la secuencia proteica de la proteina Fpglp, mostrd que
presentaba una alta homologia con proteinas de la pared celular de S. cerevisiae, en la
region N-terminal, desde el residuo 1 al 119, y en la regién C-terminal, desde el residuo
463 hasta el 770. La region proteica comprendida entre el residuo 119 y 463 no presentd

homologia con ninguna proteina.

La proteina Fpglp presento los mayores niveles de homologia total con la proteina de
Hpflp, que estd implicada en la eliminacioén de turbidez de los vinos. También presentod
un elevado nivel de homologia con la proteina Awalp implicada en la produccion de
espuma en sake, que a su vez es homoéloga a Hpflp y que tiene una region homodloga a
dos partes de YJR151c, que es la region que se considera implicada en la formacion de
espuma. Sin embargo, no se encontré homologia entre la proteina Fpglp e YJR151c

(Shimoi et al., 2002) (Figura 22).

Se observo que aunque todas estas proteinas tienen un elevado nivel de O-glicosilacion,
el mayor numero de lugares de glicosilacion aparecian en Fpgl y Awalp, sobretodo en

la region rica en serina (Figura 23).
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Figura 21. Analisis de homologia del gen FPG1. A) Homologia con AWA1. B) Homologia con HPF1.
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Figura 22. Homologia de la proteina Fpglp. Proteinas enorden descendente: Fpglp; Hpflp (S.
cerevisiae s288c); Hpflp (S. cerevisiae EC1118); Conserved hypothetical protein (S. cerevisiae RM11-
la); Cfglp (S. pastorianus); Awalp (S. cerevisiae k7); Conserved protein (S. cerevisiae YIM789).
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5. Localizacion cromosomica del gen FPGI

5.1. Southern Blot

Los cromosomas de la cepa 145A211 fueron separados en electroforesis en campo
pulsante. Cuando se realizo la hibridaciéon con la sonda para el gen FPGI se observo
que aparecian dos bandas en la pelicula de revelado, de estas dos bandas: una de las
cuales se correspondia con el cromosoma VII o con el XV, ya que ambos estan juntos
en el patrén de bandas cromosomicas, y la otra, mucho menos intensa, se correspondia

con el cromosoma X (Figura 24).

M a b

XII
v

XV.VII

XVI
XIII

II
XIv

Figura 24. Localizacion cromosémica del gen
FPGI mediante Southern Blot. Calle M, Marcador
cromosomico de la cepa YNN295;, Calle a,
cromosomas de la cepa 145A211 tefiidos con
bromuro de etidio en gel de agarosa; Calle B,
cromosomas hibridados con la sonda para el gen.

IX
III

VI

El hecho de que los genes homodlogos a FPGI, como HPFI y AWAI se hubiesen
localizado en el cromosoma XV y, también a que Thornton (1978) mediante mapeo
genético localizase en el cromosoma VII los genes espumantes FRO! y FRO2, condujo
a pensar que probablemente el gen FPG/ estaria localizado en uno de ellos.

Debido a que con el Southern Blot no quedo clara la localizacién del gen FPGI, se

procedié a determinar su localizacion mediante mapeo genético.
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5.2. Mapeo genético del gen FPGI

El mapa genético se realizo empleando la cepa SC22 Aho derivada de la cepa 145A211
de S. cerevisiae En esta cepa se marco el gen FPGI con el gen de la resistencia a la

G418 para evitar realizar microfermentaciones con cada colonia obtenida.

El gen FPGI se marco con el gen de resistencia a la G418. Para ello la cepa haploide
SC22 fue transformada con el casete de interrupcion FPG1-loxPKanMXloxP, que se
integré por recombinacion homologa en la posicion del gen FPGI, asi los
transformantes son resistentes a G418 lo que luego permite hacer el seguimiento del
gen. La correcta integracion del casete se comprobd mediante PCR empleando los
oligonucle6tidos awall/awal2, obteniéndose una tuUnica banda de 1635 pb,
correspondiente al gen fpgl::FPGl-loxPKanMXloxP. De entre los transformantes se

selecciono uno, que se denomind SCH2 (Figura 25).

Figura 25. Verificacion de la correcta integraciéon del
casete FPGl-loxPKanMXIloxP en la cepa SCH2. a:
banda de 1635 pb  correspondiente al gen FPGI
interrumpido. M: marcador de pesos moleculares, el
tamafio de las bandas en pb se indica a la derecha de la
imagen

100

5.2.1. Mapeo mitético por pérdida de cromosomas

En primer lugar se obtuvieron diploides a partir del cruce de la cepa SCH2, que llevaba
marcado el gen FPGI, con la cepa CSH84L que contenia las auxotrofias cyh2 en el
cromosoma VII y la auxotrofia ade2 en el cromosoma XV, entre otras. Estos diploides
se sometieron a un tratamiento con benomilo para eliminar cromosomas y finalmente se
obtuvieron diploides resistentes a la cicloheximida y sensibles a G418. Lo que nos

permiti6 localizar el gen FPGI en el cromosoma VII.
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5.2.2. Mapeo meidtico

La cepa SCH2 se cruz6 con la cepa CSH88L que tiene el marcador leul en el
centromero del cromosoma VII, y con la cepa CSH84L que presenta el marcador cyh2
en el cromosoma VII. A partir de cada uno de los cruces se diseccionaron 40 tétradas, a
partir de las cuales se estudid la segregacion del los marcadores y del gen FPGI

marcado con el gen KanMX de resistencia a G418 (Tabla 6).

Marcador Numero de ascas cM
PD NPD T

KanMX-cyh2 11 3 26 55

KanMX-leul 2 10 24 -

Tabla 6. Mapeo meiético del gen FPGI. PD: tipo parental; NPD: no tipo parental; T: tetratipo; cM:

centimorgans.

La aplicacion de la formula de Perkins mostrd que el gen FPGI esta situado a 55 cM
del marcador cyh2, y que no existia ligamiento con el marcador leul, por lo que
finalmente se establecid que el gen FPGI estaba situado en el brazo izquierdo del

cromosoma VII a -119 ¢cM del centromero.
6. Deleccion del gen FPG1

La cepa diploide 145A211 fue transformada con el casete de interrupcion FPGI-
loxPKanMXloxP. Los transformantes obtenidos se seleccionaron en medio solido YPD
suplementado con G418, ya que éstos debian ser resistentes a la G418 por expresar el
gen KanMX presente en el casete de interrupcion. La correcta integracion del casete se
comprobd mediante PCR, utilizando distintas combinaciones de oligonucleotidos.
Cuando se utilizaron los oligonucledtidos awal 1/awal2 se amplificaron dos bandas, una
de 2313 pb que se corresponde con el gen FPGI sin interrumpir, y otra banda de 1635
pb que se correspondia con el gen FPG/ interrumpido, lo que nos indicé que el casete
se habia integrado unicamente en uno de los cromosomas. Cuando se realizaron las
PCR empleando los oligonucledtidos awal1/loxPR y loxPF/awal2 se obtuvieron los
tamafos de bandas correctos de 1568 pb y 1573 pb respectivamente, y cuando se
utilizaron los oligonucledtidos loxPF/loxPR solamente se obtuvo la banda
correspondiente al casete lox-PKanMX-loxP de 1570 pb. Los transformantes eran
heterozigotos FPG1/fpgl::FGP1-loxPKanMXloxP, por lo que con el fin de obtener

células homozigotas para el gen interrumpido, se indujo la esporulacion, seleccionando
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aquellas esporas resistentes a G418. Cuando éstas se dividieron por mitosis dieron lugar
a diploides homozigotos con el gen FPGI interrumpido con el casete. Nuevamente esto
se verifico por PCR con los oligonucledtidos awall/awal2, obteniéndose una tnica

banda de 1635 pb (Figura 26A).

Se denomin6 DHA6C a uno de los transformantes fpgl/::FPGl-
loxPKanMXloxP/fpgl::FPGl-loxPKanMXloxP. HDHA6C fue seleccionado 'y
transformado con el vector YEp351-cre-cyh para eliminar el casete de resistencia loxP-
KanMx-loxP, obteniéndose asi el diploide DHA2-16 fpg/A que no presentaba ningin
tipo de resistencia. La eliminacion del casete se comprobd mediante PCR como se ha
descrito previamente (Figura 26B). Asi, cuando se utilizaron los oligonucledtidos
awall/awal2 la banda que se obtuvo era la correspondiente a la parte de los
oligonucleodtidos que se unia al gen FPGI, de 81 pb. Finalmente al utilizar los
oligonucleotidos loxPF/loxPR no se obtuvo ninguna banda confirmando la correcta

eliminacion del casete.
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Figura 26. A) Verificacion de la interrupciéon del gen FPGI mediante PCR. Oligoucledtidos
empleados: loxpF/loxpR (calle 1); awall/loxpR (calle 2); loxpF/awal2 (calle3); awall/awal2 (calle 4).
B) Verificacion de la deleccion del gen FPGI mediante PCR. Oligonucleétidos empleados:
awall/awal2 (callel); loxpF7loxpR (calle 2). El tamafio de las bandas (pb) del marcador de pesos

moleculares (M) se indica a la izquierda de las imagenes.
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7. Pruebas fenotipicas

En todos los casos las pruebas se realizaron por triplicado con la cepa vinica silvestre
145A211 y con la cepa DHA2-16 fpglA, con la finalidad de observar los efectos
fenotipicos de la proteina Fpglp.

7.1 Sensibilidad a la temperatura

Las cepas 145A211 y DHA2-16 se cultivaron a 15°C, 23°C, 30°C y 37°C, y ambas
fueron capaces de crecer por igual a todas las temperaturas. Se observo que el
crecimiento era mas lento a 15°C donde ambas cepas tardaron en empezar a crecer
aproximadamente 48 h, mientras que en el resto de las temperaturas a las 24 h ya se

observaba crecimiento. La cepa DHA2-16 mostrd un retardo en el crecimiento a 15y a

37 °C con respecto a la cepa 145A211 (Figura 27A).
7.2. Crecimiento en SDS al 1%

Se cultivaron en medio YPD so6lido suplementado con SDS al 1% las cepas 145A211 y

DHAZ2-16. En este caso ambas cepas fueron incapaces de crecer en presencia de SDS.
7.3. Tolerancia al etanol

Aunque la presencia de etanol afectdé negativamente al crecimiento de ambas cepas, se
observé que la cepa DHA2-16 presentaba mayor tolerancia al etanol cuando esta a una
concentracion del 12%. Sin embargo, cuando se aumentd la concentracion al 15 %

ambas cepas se comportaban practicamente igual.
7.4. Sensibilidad a la osmotica

Ambas cepas fueron capaces de crecer a todas las concentraciones de sorbitol

ensayadas, y no se observd ninguna diferencia en el crecimiento entre ellas (Figura

27B).
7.5. Sensibilidad al Calcofluor White

El crecimiento de las cepas 145A211 y DHA2-16 se vio afectado por la presencia del
Calcofluor White si bien no se observaron diferencias en el crecimiento entre ellas

(Figura 27C).
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Figura 27 . Pruebas fenotipicas de las cepas de S. cerevisiae 145A211 y DHA2-16. A) Crecimiento a
distintas temperaturas: 15°C (a); 23°C (b); 30°C (c); 37°C (d). B) Crecimiento en presencia de sorbitol. C)

Crecimiento en presencia de Calcofluor White.

7.6. Sensibilidad a la liticasa

Se comprobo que tras 12h de cultivo, la D.O. de la cepa 145A211 disminuia en un 80%,
mientras que la cepa DHA2-16, que no tiene la proteina Fpglp, era menos sensible a la

liticasa y la D.O. de ésta s6lo disminuyd en un 48% como maximo.

En los cultivos que crecieron durante 48h, la pared celular se observo que la
sensibilidad de la cepa 145A211 era casi la mitad que a las 12h y en el caso de la cepa
DHAZ2-16 apenas era sensible a la liticasa. La diferencia en la sensibilidad entre ambas

cepas, indicaba que la proteina estaba ubicada en la pared celular (Figura 28A, B).
7.7. Tincion con Calcofluor white

La tincion con Calcofluor White fue mas brillante en los pocillos donde se localizaba la
cepa DHA2-16 que la cepa 145A211 (Figura 28C).
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Figura 28. Sensibilidad a la liticasa a las 24 h (A) y a las 48 h (B). C)Tinciéon con Calcofluor White
de las cepas 145A211 (a) y DHA2-16 (b).

7.8. Hidrofobicidad de la superficie celular

Cuando se realizaron las pruebas para comprobar la hidrofobicidad de la superficie
celular de las cepas 145A211 y DHA2-16, se observo que en los cultivos de 24 h
existian diferencias significativas, siendo mayor en la cepa silvestre 145A211. Sin
embargo cuando se mantenian en cultivo durante 48 h, ambas cepas habian alcanzado el

mismo nivel de hidrofobicidad (Figura 29).

HSC %

H145A211
DHA2-16

24 48

Tiempo (horas)

Figura 29. Hidrofobicidad de la superficie celular de las cepas 145A211 y DHA2-16 a las 24 h y
48 h.
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8. Microfermentaciones

Utilizando como inoculo en mosto de uva las cepas de S. cerevisiae 145A211 y DHA2-
16, se llevaron a cabo las fermentaciones por triplicado. Durante la fermentacion se
midi6 la velocidad de fermentacion, y al finalizar las fermentaciones se analizaron

distintos compuestos organolépticos.
8.1. Velocidad de fermentacion

La velocidad y duracion de la fermentacion se establecieron pesando los tubos con el
mosto fermentado y estableciendo asi la pérdida de peso debida a la pérdida de CO, tal
como se describe en Materiales y Métodos. Se considerd que la fermentacion habia
finalizado cuando los tubos dejaron de perder peso. Se utilizd un control sin inoculo

para establecer la pérdida de peso debida a la evaporacion.

Las dos cepas tardaron 8 dias en finalizar la fermentacién. Sin embargo aunque la
capacidad fermentativa fue practicamente igual, la cepa DHA2-16 fpgIA presentd un
inicio de fermentacion mas lento, tardando mas de 24 h en iniciar la fase tumultuosa,

que en el caso de la cepa 145A211 comenzo aproximadamente a las 24 h.

Los resultados mostraron que no habia diferencias significativas ni entre la velocidad

fermentativa ni entre el poder fermentativo de ambas cepas (Tabla 7) (Figura 30).

Cepa VT, Vf, V., Pf
145A211 0,042 0,012 0,027 1,19
DHA2-16 0,05 0,013 0,032 1,37

Tabla 7. Velocidad de la fermentacion con las cepas 145A211 y DHA2-16. Vf: gramos de CO,
desarollados durante los 5 primeros dias de la fermentacion; Vf;: gramos de CO, desarollados durante
toda la fermetacion; Vf,: velocidad fermentativa media de las dos anteriores; Pf: poder fermentativo,

maxima produccion de CO, al final de la fermentacion.

107



Resultados
Capitulo 2: Estudio y andlisis del gen responsable del caracter espumante en la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae

1,6
14
1,2

1 e
0,8 /

. S ——145A211
0.4 / DHA2-16

G2
4

¢ 2 4 6 2 10 12

Peso €O, (g)

Tiempo {dias)
Figura 30. Desarrollo de la produccién de CO, por parte de las cepas 145A211 y DHA2-16, a lo
largo de la fermentacion.

8.2. Produccion de etanol

Tras finalizar la fermentacion se midié la concentracion de etanol en los tubos
fermentados con ambas cepas. El analisis estadistico de comparacion de medias por la T
de Student mostro que no existian diferencias significativas entre la cantidad de etanol

producida por ambas cepas (Figura 31A).
8.3. Produccion de acido acético

La medida del 4cido acético da la acidez volatil del vino, que es un factor indeseable ya
que es responsable del sabor a vinagre. En este caso los valores obtenidos entraban

dentro del rango aceptado para los vinos (Figura 31B).

Al comparar las medias de los valores obtenidos para ambas cepas utilizando la T de

Student se comprobd que no existian diferencias significativas entre ellas.
8.4. Produccion de glicerol

Los resultados obtenidos con las dos cepas estaban en el rango adecuado para el vino,
no se encontraron diferencias significativas al comparar mediante la T de Student los

valores obtenidos con ambas cepas (Figura 31C).
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8.5.pH

Los valores de pH obtenidos con ambas cepas entraban dentro de los valores aceptables,
aunque el valor obtenido con la cepa DHA2-16 era ligeramente elevado. Sin embargo,

no existian diferencias significativas entre ellos (Figura 31D).

0,15

Etanol (g/1)
Acido acético (gf1)
o
=

0,05

W 145A211 WDHAZ-16 W 145A211 WDHA2-16

Glicerol (g/1)
Q B N W R U Ny W
pH

m145A211 mDHA2-16 W 145A211 wDHA2-16

Figura 31. Caracteristicas organolépticas de los vinos obtenidos con las cepas 145A211 y DHA2-16.

A) Concentracion de etanol (g/1). B) Concentracion de Acido Acético (g/1). C) Concentracion de glicerol

(g/1). D) pH.

9. Clonacion y expresion del gen FPGI en la cepa MI2B de S. cerevisiae

Con el objeto de determinar la capacidad de producir espuma del gen FPGI este se
clond en el vector de expresion de S. cerevisiae, pYES2, que se expreso en la cepa de S.
cerevisiae MI2B ya que esta cepa no era capaz de producir espuma durante la

fermentacion.
9.1. Clonacion del gen FPGI en el vector en el vector pYES2

El gen FPGI previamente clonado en el vector PCR Bluntll TOPO se liber6 utlizando
la enzima de restriccion BstXI y se obtuvé un producto de 2356 correspondiente al gen

FPGI de 2313 pb maés el fragmento de 43 pb del vector.

El inserto liberado se clond en el vector de expresion de S. cerevisiae , pYES2. Para ello

el vector pYES2 se cortd con la enzima de restriccion BstXI. El fragmento de ADN
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correspondiente al gen FPGI flanqueado por dos sitios BstXI se ligd en el sitio

correspondiente en el vector.

Con la mezcla de ligacion se transformo la cepa TOP10 de E. coli. Los transformantes
se seleccionaron en medio LB suplementado con ampicilina. Se comprob¢ la correcta
orientacion del inserto en el vector mediante digestion con los enzimas de restriccion
Pstl y Ncol (Figura 32); al digerir la construccion con la enzima Pstl que si estaba en la
orientacion correcta se obtenian dos bandas, una de 4465 pb y otra de 3566 pb,

mientras que cuando era digerida con la enzima Ncol se obtuvo una unica banda de

8169 pb.

Pstl Ncol

3000
2000
1500

1000

Figura 32. Verificacion de la orientacion de la construccion pYES2-FPG1. Los clones se digirieron
con las enzimas Pstl y Ncol. Los clones 2 y 4 estan en la orientacion correcta mientras que los clones 12 'y
14 estan en la orientacion erronea. El tamafio de las bandas (pb) del marcador de pesos moleculares (M)

se muestra a la izquierda de la imagen.

El vector pYES2-FPGI se utilizoé para transformar la cepa MI2B de S. cerevisiae. Los
transformantes se seleccionaron en medio SD sin ningiin aminoacido, de manera que
solo fueron capaces de crecer aquellas cepas transformadas con el vector pYES2-FPG1,

que contienia el gen URA3.
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9.2. Expresion del gen FPG1

Tanto la cepa MI2B transformada con el vector pYES2-FPG1, denominada MI2B-
FPGI1, como la cepa MI2B transformada solo con pYES2, a la que se denominé MI2B-
pYES2, y que se utilizdé como control, se cultivaron inicialmente en medio YPD durante
toda la noche hasta que los cultivos alcanzaron la fase exponencial. En este momento se
recuperaron por centrifugacion y se lavaron para eliminar los restos de glucosa, ya que

esta inhibia la expresion.

Los cultivos se recuperaron y se sembraron en medio YPGal, ya que la expresion del
vector pYES2 era inducible por galactosa, y en este medio se mantuvieron durante 48 h.
Posteriormente los cultivos se recuperaron por centrifugacion y se utilizaron bien para

inocular mosto o bien para extraer la proteina de la pared celular.
10. Extraccion e identificacion de la proteina Fpglp

10.1. Extraccion a partir de la pared celular

La proteina fue extraida por métodos enzimaticos, empleando SDS, o por extraccion
post-alcali, todos ellos métodos para la extraccion de manoproteinas de la pared celular,
ya que los resultados previos del analisis de la secuencia sugerian que la proteina Fpglp

era una manoproteina.

Utilizando estos métodos se obtuvo un extracto de manoproteinas procedentes de la
pared celular de la cepa 145A211, MI2B-FPG1 y las cepas empleadas como control
DHA2-16 y MI2B-pYES2.

Cuando se utiliz6 el método de extraccion por SDS, aunque se extrajeron un gran
numero de proteinas, no se observaron diferencias entre las muestras y los controles, por

lo que este método no es valido para la extraccion de la proteina Fpglp.

Cuando la extraccion se realizd con liticasa o con un tratamiento post-alcali, se
observaron diferencias entre las cepas 145A211 y la cepa DHA2-16, pero solo cuando
habian sido cultivadas en presencia de tunicamicina. En el caso de las cepas MI2B y

MI2B-FPG1, no se observaron diferencias entre ellas.

Al observar en el gel las proteinas extraidas tanto con liticasa como con el tratamiento

post-alcali, se confirmé la presencia de una banda cercana a los 70 KDa en el carril
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correspondiente a la cepa 145A211 que no aparecia en el carril correspondiente a la
cepa DHA2-16 (Figura 33A, B). El tamafo se correspondia ademas con el tamafio que

tiene la proteina Fpglp tras sufrir las modificaciones postraduccionales.
10.2. Presencia de la proteina Fpglp en el sobrenadante

El contenido proteico del mosto sintético fermentado por las cepas 145A211 y DHA2-
16, fue precipitado por el método del KDS. Una vez separadas las proteinas mediante
electroforesis, los geles de acrilamida se tifieron con colorante de Schiff, especifico de
manoproteinas. Como resultado se observo una diferencia en el patrén de proteinas
entre las bandas correspondientes al sobrenadante fermentado por 145A211 y DHA2-
16, de tal manera que en la calle correspondiente al primero aparecia una banda de
aproximadamente 75 KDa que no aparecia en la calle correspondiente a las proteinas
del mosto fermentado por la cepa DHA2-16, que se corresponderia con la proteina

Fpglp N-glicosilada (Figura 33C).
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Figura 33. Proteina Fpglp en PAGE. A) Proteina extraida con liticasa desde la pared celular (67 kDa).
B) Proteina extraida por el método post-alcali (67KDa). C) Proteina glicosilada precipitada por el método
de KDS-Acetona desde el sobrenadante de la fermentacion (100 KDa). M: marcador de pesos
moleculares (200 KDa;150 KDa; 100 KDa; 75 KDa; 50 KDa); a: cepa 145A211; b: cepa DHA2-16. La

flech indica la posicion de la proteina Fpglp.
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11. Estudio de la implicacion de la proteina Fpglp en el fenotipo

espumante

Para comprobar la implicacion de la proteina Fpglp en la capacidad de produccion de
espuma se realizaron dos tipos de ensayo. Por una parte se compard la habilidad
espumante de la cepa silvestre 145A211 comparandola con la de la cepa DHA2-16
fpglIA, y por otra parte se realizaron ensayos de fermentacion para comparar la
capacidad para producir espuma de la cepa genética MI2B-pYES2 y la cepa MI2B-
FPGI.

11.1. 145A211 vs DHA2-16

Los ensayos de microfermentaciéon empleando como cultivo iniciador la cepa
espumante 145A211 y la cepa DHA2-16 mostraron que tras 24h de fermentacion la
cantidad de espuma era mayor en los tubos correspondientes a las fermentaciones con la
cepa 145A211 que en los tubos fermentados con la cepa DHA2-16. Aunque tras 48h la
cepa DHA2-16 habia producido algo més de espuma, ésta no se habia mantenido, al
contrario de lo que ocurria en la cepa 145A211 (Figura 34A). Asi se confirmé que la
proteina Fpglp estaba implicada en la produccion de espuma y en el mantenimiento de

la estabilidad de la misma.
11.2. MI2B-FPG1 vs MI2B-pYES2

La cepa MI2B-FPGI1 habia sido transformada con el vector de expresion de S.
cerevisiae pYES2-FPG1, de manera que para inducir la expresion del gen FPGI esta
cepa se cultivo en medio de induccion YPGal durante 48 h. El mismo procedimiento se
sigui6 con la cepa MI2B que habia sido transformada con el vector pYES2 pero sin el
gen FPGI, y que se utilizd como control. Transcurrido este tiempo los cultivos se
recuperaron por centrifugacion y se utilizaron para inocular de mosto de uva. En el
mosto la expresion del gen en el vector se detiene porque el promotor GALI1 en
presencia de glucosa estd inhibido, pero la proteina Fpglp producida durante la
sobreexpresion permaneceria en la pared permitiendo comprobar su implicaciéon en la
produccion de espuma.. Las fermentaciones se mantuvieron durante dos dias, y se
observo una clara diferencia en la produccion de espuma entre los tubos fermentados

con cepa control MI2B-pYES2 y los tubos fermentados con la cepa MI2B-FPGl,
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siendo mayor la cantidad en el segundo caso (Figura 34B). Asi se demuestra claramente

que la proteina Fpglp es responsable de la produccion de espuma en los vinos.
11.3. Recuperacion del fenotipo espumante

Con la finalidad de comprobar la implicacién del gen FPGI en la produccion de espuma
la cepa DHA2-16 fue transformada con el vector pYES2-FPGI, sin embargo,
previamente fue necesario transformar la cepa DHA2-16 en una cepa ura’. La deleccion
del gen URA se realizé empleando el casete de interrupcion URA-loxPKanMXloxP.

La cepa DHA2-16 fue transformada con este casete, obteniéndose numerosos
transformantes resistentes a la G418 pero que no eran auxotrofos para el gen URA,
debido a que eran heterocigotos URA/ura::URA-loxPKanMXloxP, de manera que eran
capaces de crecer en medio de cultivo SD sin aminoacidos y en presencia de G418. Una
cepa homozigota ura::URA-loxPKanMXloxP/ ura::URA-loxPKanMXloxP se obtuvo
como se ha descrito anteriormente, haciendo esporular la cepa heterozigota y
seleccionado aquellas esporas resistentes a G418. Una de estas cepas se selecciond y se
transformo con el vector pYES2-FPG1, que complementaba la auxotrofia ura. De los
transformantes se seleccion6 uno aleatoriamente que se cultivo en medio YPGal para
inducir la expresion del gen FPGI. Posteriormente se utilizd esta cepa inducida para
llevar a cabo la fermentacion del mosto, observandose que la cepa recuperaba la
capacidad para producir espuma que habia perdido al deleccionar el gen FPGI, de
forma que a las 48 h de la fermentacion el nivel de espuma producida por la cepa
DHA2-16 ura era el mismo que en el tubo correspondiente a la cepa 145A211, sin
embargo la cantidad de espuma generada por la cepa DHA2-16 ura fue mayor que la
producida por la cepa 145A211, aunque se habria desestabilizado més que en la

silvestre hasta alcanzar el mismo nivel (Figura 34C).
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Figura 34. Produccion de espuma. A) 145A211 vs DHA2-16. B) MI2B-pYES2 vs MI2B-pYES2FPGl.
C) Recuperacion del fenotipo espumante: DHA2-16 ura pYES2-FPG1 vs 145A211, DHA2-16.
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Las cepas silvestres de S. cerevisiae se caracterizan por ser cepas prototroficas,
homotalicas, heterozigotas, diploides o aneuploides y en algunos casos poliploides, que
ademads tienen un mala capacidad de esporulacion y una baja viabilidad de esporas
(Pretorius, 2000; Puig et al., 2000). Aunque estas caracteristicas resultan ventajosas en
la naturaleza, ya que por ejemplo la poliploidia supone una defensa frente a la expresion
de los genes deletéreos pero por otra parte también genera inestabilidad, ademas para la
elaboracion de vinos, la dosis génica debida al nivel de ploidia y la heterozigosidad de
los alelos puede resultar en la pérdida de homogeneidad en la calidad de los vinos
elaborados con estas cepas (Marullo et al., 2004; Storchova et al., 2006; Blasco et al.,

2008).

Cuando se realizo la seleccion de una cepa que producia gran cantidad de espuma a
partir de la cepa vinica silvestre 145 de S. cerevisiae, se puso de manifiesto la
heterogeneidad de este caracter al obtenerse tras tres meiosis consecutivas niveles de
espuma variables en funcion del clon derivado de espora que se hubiese empleado en la
fermentacion, probablemente debido a la presencia de alguna aneuploidia. Se observo
también que las células espumantes aparecian en la espuma, debido a la presencia de
una mayor cantidad de proteinas hidréfobas en la pared celular de estas células, que

favorece la adherencia a las burbujas de CO; (Chiavari et al., 2000; Shimoi et al., 2002).

La busqueda del gen responsable de la produccion de espuma en la cepa espumante
seleccionada 145A211 de S. cerevisiae, se realizo en base a la secuencia gen AWAI de
S. cerevisiae, que era hasta el momento el Unico gen de S. cerevisiae descrito e
identificado como responsable de de la capacidad espumante de la cepa k7 fermentadora
de sake (Shimoi et al., 2002, Miyashita et al., 2004). El secuencia génica resultante no
era idéntica a ninguna conocida por lo que se establecid que este gen, al que se
denominé al gen FPGI (Foam Promoting Gene), no habia sido identificado hasta el
momento y era exclusivo de la cepa vinica 145A211, resultado que se confirm6 cuando

se analizo la secuencia proteica obteniéndose idénticos resultados.

Asi mismo se determino que el gen FPG/ codificaba para una manoproteina, Fpglp, ya
que la secuencia proteica presentaba las caracteristicas tipicas de este tipo de proteinas,
como son una region rica en serina, otra en treonina, numerosos punto de O-
glicosilacion unidos a la serina y a la treonina que actuan como un dominio espaciador

entre la region N-terminal que se sitia hacia el medio y la zona C-terminal que se situa
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hacia la red de glucanos de la pared celular, 2 punto de N-glicosilacion que limita la
porosidad de la pared celular confiriéndole proteccion frente a la entrada de enzimas
liticas, un péptido sefial y un posible punto de unién al GPI necesario para la
incorporacion de la proteina en la pared celular (De Nobel ef al., 1990; De Groot ef al.,
2005; Klis et al., 2006; Lesage & Busey, 2006). Estas estructuras confieren una
estructura fibrilar a la proteina caracteristica de las proteinas de la pared unidas al GPI
(Jentoft, 1990). También es tipico de las proteinas de la pared celular unidas al GPI, la
estructura presente en Fpglp consistente en la presencia de un extremo N-terminal
hidrofébico conteniendo un péptido sefial que permite la translocacion de la proteina en
la membrana del Reticulo endoplasmatico, ademas del extremo C-terminal hidrofobico
(De Groot et al., 2005). Finalmente la ausencia de motivos dibésicos proximos a al
punto de union al GPI (o) y la presencia de una isoleucina en la posicion ®-1 confirman
que Fpglp es una proteina de la pared celular unida al GPI (Caro et al., 1997; De Groot
et al., 2005). Estas proteinas que estan presentes en la pared celular y pertenecen al
grupo de las GPI-CWP (glicosil fosfatidil inositol cell wall proteins), que a su vez estan
subdivididas en dos grupos, un primer grupo de proteinas de bajo peso molecular cuya
funciéon aunque no se conoce totalmente parece ser estructural actuando como
cimentador de la pared celular (Cwpl, Cwp2, Sedlp, Tiplp, Tirlp), y un segundo
subgrupo de proteinas de elevado peso molecular, como es el caso de la proteina Fpglp,
que interaccionan con materiales presentes en el medio o bien a otras células (Awalp,
Flol) (Watari et al., 1994; Van der Vaart ef al.,1995; Shimoi et al., 1998; Shimoi et al.,
2002; De Groot et al., 2005; Yin et al., 2005).

Los analisis de homologia tanto de la secuencia de nucleotidos como de la secuencia de
aminoacidos confirmaron que ésta es una manoproteina, ya que fundamentalmente solo
presentaba homologia con otras manoproteinas. Se observo, ademas, que al alinear la
secuencia de Fpglp frente a las proteinas con las que es homodloga, los mejores
alineamientos se obtienen con las proteinas Hpflp y con otras proteinas homoélogas
también a Hpflp, en su mayoria pertenecientes a distintas cepas vinicas de S. cerevisiae.
También se encontr6 homologia con la proteina espumante Awalp. Todas estas
proteinas son manoproteinas presentes en la pared celular de S. cerevisiae, que

presentan el mismo patrén estructural que Fpglp.
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De todas ellas solamente Awalp estd implicada en la produccion de espuma, Hpflp es
una proteina que elimina la turbidez de los vinos, y en el resto de los casos la funcién es

desconocida (Shimoi et al., 2002; Brown et al., 2007).

Tanto la region N-terminal como la C-terminal de Fpglp, son homoélogas a estas
manoproteinas, sin embargo la region central no es homologa a ninguna otra proteina,
esta region es rica en Ser y estd muy O-glicosilada, por lo que probablemente sea la
region responsable del cardcter espumante. En la proteina Awalp existe también una
region rica en Ser que fue la que se establecié como responsable de la produccion de
espuma, pero que tenia homologia con YJRI151c, en este caso también estd muy O-
glicosilado. Hpflp, sin embargo, no esta implicada en la produccion de espuma, aunque
es una proteina muy glicosilada estd menos O-glicosilada que Fpglp y Awalp. La
glicosilacion de la proteina favorece la estabilizacion de la espuma, ya que los grupos
glicano hidrofilicos, que se corresponden con la region osidica de la proteina, se sitian
en la region acuosa que existe entre las burbujas de gas de la espuma aumentando la
viscosidad de esta region, y disminuyendo el drenaje del liquido. Al mismo tiempo estos
carbohidratos protegen a las proteinas de la desnaturalizacion por efecto del etanol

presente en las bebidas y aumenta su solubilidad (Senée ef al., 1999; Maujean, 2003).

Aquellos genes que presentaban mayor homologia con FPG1, AWAI y HPFI junto con
sus homologos, estan todos localizados en el cromosoma XV, lo que sugeria que
probablemente el gen FPGI estaria situado en el mismo cromosoma (Shimoi et al.,
2002; Lafuente & Gancedo, 1999). Sin embargo los primeros estudios sobre genes de
levaduras implicados en la produccion de espuma en fermentaciones vinicas, realizados
por Thornton en 1978, localizaban dos genes identificados como FRO! y FRO2, en el
cromosoma VII, ambos homologos a otros dos genes productores de espuma de cepas
de sake (Thornton, 1978a, Thornton, 1978b). Cuando se traté de localizar el gen FPG/
mediante Southern blot no se obtuvo un resultado concluyente, ya que se observo
hibridacion tanto en el cromosoma XV como en el VII, debido a la gran homologia
existente entre las secuencias de las manoproteinas, como se observo cuando se
realizaron los anélisis de homologia. Finalmente mediante mapeo genético se establecio
que el gen espumante HPFlestaba ubicado en el cromosoma VII, al igual que los genes
FROI y FRO?2. Es posible que el gen que hemos secuenciado en este estudio, sea uno
de los dos genes anteriormente mapeados pero la distancia de éste al marcador cyh2,

parece indicar que no es asi, ya que tanto FROI como FROZ2 se encuentran ubicados en
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el brazo derecho (R) del cromosoma VII, mientras que el gen mapeado por nosotros se
encuentra en el brazo izquierdo (L). Como el gen FPGI no habia sido mapeado con
anterioridad, suponemos que puede ser exclusivo de la cepa vinica espumante 145A211,
y que haya surgido como consecuencia de la inestabilidad genética presente en las cepas
vinicas silvestres de S. cerevisiae, que sin embargo no aparece en las cepas genéticas.
Esta inestabilidad es debida a la adaptacion de estas cepas al proceso de fermentacion, y
son en su mayoria procesos de duplicacion génica, poliploidia, reestructuraciones
cromosdmicas, hibridacion interespecifica e introgresiones (Barrio et al., 2006; Novo et

al., 2009).

Para el estudio fenotipico de la proteina Fpglp, en primer lugar se obtuvo un mutante
fpglA al que se llam6 DHA2-16, que fue empleado como control negativo en las
pruebas. Debido a que los andlisis previos indicaban que Fpglp era una manoproteina
que estaria situada en la pared celular, los andlisis que se realizaron estaban centrados

fundamentalmente en ella.

Los andlisis mostraron que apenas existian diferencias fenotipicas entre la cepa
145A211 y la cepa DHA2-16, unicamente se observaron claras diferencias cuando se
realizd el ensayo de sensibilidad a la liticasa. Las manoproteinas unidas al GPI, estan
unidas al estar B-glucano de la pared celular por lo que son sensibles a enzimas como
las B-glucanasa, de manera que aquellas células que tengan algun defecto en la pared
celular deberian ser mas sensibles a las glucanasas, como la liticasa, que las que tiene la
pared celular intacta y que por tanto estdn protegidas por un mayor numero de
manoproteinas (Van der Vaart ef al., 1995). A pesar de que en estudios previos se habia
visto que cuando una proteina era eliminada de la pared celular, como en el caso de
Cwp2p, las células se volvian mas sensibles a la glucanasa con la que se hacia el
ensayo, en otros casos en que las proteinas eliminadas eran Gaslp, Toslp, o Scw4p, se
observd que ocurria lo mismo que con Fpglp, la cepa se volvia mds resistente a la
enzima (Yin et al., 2005; Shimoi et al., 1998; Kotaka et al., 2010). Durante la fase
estacionaria la pared celular se engrosa haciéndose mas resistente a la digestion
enzimatica por glucanasas, en parte debido a cambios que se producen en la estructura
de las manoproteinas en las que se altera el patron de N-glicosilacion y aumenta el
numero de puentes disulfuro, protegiendo la capa de polisacaridos de la accion de estas
enzimas, es por ello que en ambas cepas la resistencia a la liticasa aumento a las 48 h de

cultivo (Werner-Washburne et al., 1993). En condiciones de estrés la quitina que
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normalmente se une a los extremos no reductores de las cadenas de B-1,3-glucano,
aparece unida también a las cadenas de B-1,6-glucano, por ello, la disminucion en la
sensibilidad a la liticasa en la cepa sin el gen se puede considerar como una
consecuencia del estrés producido por la presencia de la liticasa en ausencia de la
proteina Fpglp que supondria la uniéon de mas cantidad de quitina a la pared celular
(Klis et al., 2006). El incremento de quitina en la pared celular se verifico tifiendo las
cepas con Calcofluor White, fluorocromo con una alta afinidad por la quitina, de
manera que la cepa DHA2-16 era a la se unia mas Calcofluor White indicando que
contiene mayor cantidad de quitina que la cepa silvestre 145A211 (Roncero & Duran,

1985).

Sin embargo, cuando se comprobd la sensibilidad de las cepas al Calcofluor White
mediante el cultivo en placas de YPD suplementado con 0.1 % de Calcofluor White,
aunque el crecimiento si se vio afectado por la presencia del tinte, no se apreciaron
diferencias en el crecimiento entre ambas cepas. Aunque este resultado podria parecer
contradictorio con respecto al anterior no lo es, ya que en el anterior se tifieron
directamente las células que ya habian crecido, sin embargo en este caso el crecimiento
se inici6 en presencia de Calcofluor White que incrementa la sintesis de quitina en
ambas cepas haciendo que las diferencias entre ellas no sean apreciables, ademas
impide la division de la célula madre y la hija impidiendo la formacion del septo

(Roncero & Duran, 1995; Ram et al., 2006).

El resultado para la sensibilidad a la liticasa junto con la tincion con calcofluor confirma
la presencia de la proteina Fpglp en la pared celular. El crecimiento de las cepas a 15°C
y 37 °C confirma esto, ya que el crecimiento de la cepa DHA2-16 a estas temperaturas
es mas lento que en la cepa 145A211 es indicativo de un defecto en alguna proteina
aunque también indica que el gen FPGI no es un gen vital para las células ya que en ese

caso la deleccion deberia ser letal (Hampsey, 1997).

Otros resultados, como el obtenido al analizar la tolerancia al etanol no indicaron
ningin defecto en la cepa DHA2-16, de manera que la tolerancia al etanol de ambas
cepas seria la misma aun a pesar de haber deleccionado el gen FPG/ en la cepa DHA2-
16. E1 SDS es un detergente toxico para las células que rompe las interacciones
hidrofobicas que se establecen de forma no covalente entre las glicoproteinas y el 1,3-B-

glucano y que supone que los mutantes para la pared celular son més sensibles a esta
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sustancia (Mazan et al., 2008). En este caso tanto la cepa silvestre como la mutada eran

completamente sensibles al SDS.

La hidrofobicidad de las células afecta enormemente a la adherencia de los
microorganismos a distintos materiales, y en microorganismos como Candida albicans
estd implicada en la virulencia de estas levaduras ya que es responsable de la adhesion a
las células epiteliales del organismo (Doyle & Rosenberg, 1990; Masnoka & Hazen,
1997). La hidrofobicidad de la superficie celular en el caso de las levaduras vinicas se
analizé ya que esté relacionada con la produccion y la estabilizacion de la espuma en el
vino. La hidrofobicidad de las células se atribuye a las manoproteinas de la pared
celular, de manera que las células se sitian alrededor de las burbujas de gas con la
region hidrofilica de las manoproteinas, que se corresponde con la region O-glicosilada,
orientada hacia la fase acuosa de la espuma y la region hidrofobica, que se corresponde
con los extremos N-terminal y C-terminal, orientados hacia la fase gaseosa de la
burbuja, asi se estabiliza la espuma y se retarda el drenaje del liquido (Marchal et al.,
1996; Hornsey, 1999; Senée et al., 1999; Chiavari et al., 2000; Maujean, 2003; Nufez
et al, 2006). Las diferencias observadas en el nivel de hidrofobicidad entre ambas cepas
a las 24 h permiten establecer la relacion de la proteina Fpglp con la estabilizacion de la
espuma como ya se habia observado que ocurria con la proteina Awalp, que confiere
hidrofobicidad a las células y estd directamente relacionada con la formaciéon de espuma
(Shimoi et al., 2002). La quitina es un polisacarido hidrofilico, y un aumento en la
cantidad de ésta en la superficie celular como se observo al analizar la sensibilidad a la
liticasa y tefiir las células con Calcofluor White, justificaria el incremento en la

hidrofobicidad de la superficie celular de las células de la cepa DHA2-16 fpgIA.

Los analisis organolépticos no mostraron diferencias significativas en los resultados
obtenidos para las concentraciones de etanol, glicerol, acido acético ni pH, obtenidos
tanto con la cepa silvestre 145A211 como con la cepa DHA2-16 fpgIA, lo que sugiere

que la proteina Fpglp no estd implicada en el metabolismo de la fermentacion.

Durante la fermentacion e inmediatamente después de la inoculacion del mosto se
liberan polimeros de manosas procedentes de las manoproteinas de las levaduras que
son liberadas al mosto, esto ocurre como una respuesta indirecta de adaptacion al estrés

osmotico (Dupin et al., 2000). La falta de la proteina Fpglp podria haber impedido una
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rapida adaptacion al estrés osmotico de la cepa DHA2-16 provocando asi el retraso en el

inicio de la fermentacidon cuando se empleo esta cepa como pie de cuba.

La posibilidad de extraer la proteina Fpglp mediante la liticasa, endoglucanasa que
rompe los enlaces B-1,3-glucano o por tratamientos post-alcali, se puso de manifiesto al
aparecer la banda cercana a los 70 KDa en la calle correspondiente a la cepa 145A211,
esto ademas confirmd que esta proteina es una proteina ubicada en la pared celular y
unida a esta mediante el enlace al GPI. También se consigui6 liberar la proteina
mediante el empleo de NaOH obteniéndose nuevamente una banda cercana a los 70
KDa. La posibilidad de liberar una proteina de la pared celular por estos dos métodos ya
se observo que ocurria en el caso de la proteina Cwplp (cell wall protein 1) de funcion
desconocida. Estos resultados confirmaron la presencia de la proteina Fpglp en la pared
celular de las levaduras y su unién covalente a la red de B-glucanos (Scott & Schekman,

1980; De Groot et al., 2005)

La extraccion de esta proteina desde la pared solamente fue posible cuando los cultivos
se realizaron en presencia de tunicamicina, que es un inhibidor de la N-
acetilglucosamina transferasa que impide la formacion de los enlaces N-glicosidicos en
la proteina (Elbein, 1981). El tamafio de la proteina procedente de un cultivo tratado con
tunicamicina es menor que el de la proteina N-glicosilada lo que favorecio la entrada de
la proteina en el gel de SDS-PAGE, mientras que en los casos en que no estaba tratada

el nivel de glicosilacién aumentaba su tamafio impidendo su entrada en el gel.

Cuando las proteinas presentes en el sobrenadante de la fermentacion del mosto
sintético se tifieron con PAS-Schiff, se observo la presencia de una banda de 75 KDa
que no aparecia en la calle correspondiente a la fermentacion realizada por la cepa
DHAZ2-16, indicando que esta es la proteina Fpglp, y que es por tanto una manoproteina
ya que este colorante tifie de rosa las manosas, y que habria sido liberada durante el
proceso de fermentacién como consecuencia de la accion de la enzima B-1,3 glucanasa
cuando las levaduras estan creciendo activamente, este proceso hidrolitico esta
controlado por la célula madre y permite la emergencia de la yema (Giovani & Rosi,
2007). El nimero de proteinas liberadas en el mosto durante la fermentacion es mucho
menor que el nimero de proteinas presentes en la pared celular, por ello la proteina

glicosilada habria penetrado en el gel sin problemas.
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La proteina Fpglp estructuralmente presenta las caracteristicas tipicas de las proteinas
implicadas en la produccion de espuma, las manoproteinas, ademas también se ha
relacionado en este trabajo con la hidrofobicidad a la superficie celular que es una
caracteristica muy importante para el mantenimiento de la espuma y finalmente se ha
visto que presenta gran homologia con la inica manoproteina de S. cerevisiae implicada
en la produccion de espuma que se habia descrito hasta el momento, la proteina Awalp
(Marchal et al., 1996; Hornsey, 1999; Senée et al., 1999; Chiavari et al., 2000; Shimoi
et al., 2002; Maujean, 2003; Nufiez et al, 2006). La capacidad espumante de la proteina
Fpglp se puso de manifiesto en las fermentaciones cuando se comprob6 que al clonar el
gen FPGI en la cepa no productora de espuma MI2B esta adquiria la habilidad de
generar espuma durante la fermentacion. Ademas se comprob6 que al eliminar el gen, la
cepa DHA2-16 fpglA perdia la capacidad de estabilizar la espuma, ya que aunque la
espuma alcanzaba a las 48 h el mismo nivel que alcanzaba con la cepa silvestre, el
drenaje de la misma era mas rapido haciendo que desapareciese. En este caso
nuevamente se observd el efecto de la hidrofobicidad de la quitina que hizo que la
espuma aumentase a las 48 h, pero sin embargo la estabilidad conferida por las
manoproteinas como la Fpglp se perdid al eliminar esta proteina, de manera que se
impedia que se mantuviese la tension superficial entre las burbujas de gas y que el

liquido drenase mas rapidamente (Senée et al., 1999).

La implicacion de la proteina Fpglp en la produccién de espuma quedo finalmente
demostrada cuando se realizaron los ensayos de recuperacion del fenotipo, cuando se
transformo la cepa DHA2-16 ura™ con el vector pYES2-FPG1. Ademas parece que este
gen tiene un efecto acumulativo de manera que se producia mas espuma en la cepa
transformada con el vector que en la cepa silvestre, debido al mayor nimero de copias
del gen, sin embargo este efecto no se observo en la estabilizacion de la espuma que fue

igual para las dos cepas.

124



Capitulo 3

Estudio y analisis del gen responsable del
caracter espumante en la cepa cervecera
Weihenstephan  34/70 de  Saccharomyces

pastorianus






Objetivos

Capitulo 3: Estudio y analisis del gen responsable del caracter espumante en la cepa cervecera W 34/70 de S. pastorianus

Objetivos

Identificacion y secuenciacion del gen responsable de la produccion de espuma
en la cepa cervecera Weihenstephan 34/70 de Saccharomyces pastorianus.

- Localizacién cromosémica del gen resposnsable de la produccion de espuma en
la cepa cervecera Weihenstephan 34/70 de S. pastorianus.

- Identificacion y andlisis de la proteina codificada por el gen responsable de la
produccion de espuma en la cepa cervecera Weihenstephan 34/70 de
Saccharomyces pastorianus.

- Relacién entre la proteina y el fenotipo espumante de la cepa cervecera
Weihenstephan 34/70 de Saccharomyces pastorianus.
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1. Identificacion y secuenciacion del gen CFG1

A partir del ADN gendmico de la cepa S. pastorianus Weihenstephan 34/70 se realizo
una PCR empleando los oligonucledtidos awall y awal2. El ADN amplificado se

analizé mediante electroforesis, obteniéndose asi una unica banda de 3408 pb.

El ADN amplificado se clon6 en el vector PCR Bluntll TOPO y se comprobo su
correcta insercion mediante digestion enzimdtica. La construccion purificada se
secuenci6 empleando los oligonucledtidos M13R y M13F, obteniéndose un ORF de
3408 pb. La secuencia obtenida fue analizada con la herramienta BLAST y se comprobd
que no habia sido descrita previamente, por lo que la denomind CFG1 (Carlsbergensis
Fomaing Gene), y fue incorporada a la base de datos GenBank donde se le asignod el

codigo EU414029.1 (Figura 35).

Saccharomyces carlsbergensis strain 34/70 foam promoting protein (CFG1)
gene, complete cds

GenBank: EU414029.1

>gi| 167047896 | gb|EU414029.1| Saccharomyces carlsbergensis strain 34/70
foam promoting protein (CFGl) gene, complete cds
ATGTTCAATCGCTTTAATAAACTTCARGCCGCTTTGGCT TTGGTCCTTTACTCCCARRGTGCATTGGGCC
AATATTATACCAACAGTTCCTCAATCGCTAGTAACAGCTCCACTGCCGTTTCGTCAACTTCATCAGGTTC
TGTTTCCATCAGTAGT TCTATTGTTGAGTCGACCTCATC TGCTTCTGATGTCTCGAGCTCTCTCACTGAG
TTAACATCRTCCTCCACCGAAGTCTCGAGCACCATTGCT CCATCARCCTCGTCCTCTGAAGTCTCGAGCT
CTATTACTTCATCAGGCTCATCAGTCTCCAGCTTATCTTCTATTACTTCATCAGGCTCATCAGTCTCCAG 4 000
CTTATCTTCTGCCACAGRATCAGGCTCATCCGCCTCCGGTTCATCTACTTCCATTACATCAGGCTCATCC
TCCGCCACRGRATCAGGCTCATCCGCCTCTGGTTCARCT TCCGCCACAGGCTCATCCGCCTCTGGTTCAA
CTTCCGCCACTGAATCAGGCTCATCAGTCTCCGGTTCAACT TCTGCCACTGRATCAGGCTCATCCGCCTC 3 000
TGGTTCATCTACTTCCATTACATCAGGCTCATCCTCCGCCACTGAATCAGGCTCATCCGCCTCTGGTTCA
ACTTCCGCCACAGGCTCATCCGCCTCTGGTTCAACTTCCGCCACAGGCTCATCCGCCTCTGGTTCARCTT
CCGTCACAGARTCAGGCTCATCAGTCTCCGETTCARCTTCTGCCACTGART CAGGCTCATCAGTCTCCGG
TTCAACTTCTGCCACTGRAATCAGGCTCATCCGLCTCCGGTTCATCTACTICCATTACATCAGGCTCATCC 2 000
TCCGCCACARGRATCAGGCTCATCCGCCTCCGGTTCATCT TCTGCCACTGAATCAGGCTCATCCTCATCAG
CATCTGARATCATCTATCACACRATCTGGTACCGCTTCCGGT TCATCAGCCTCCAGCACGTCCGGTTCTGT
TACACAARTCTGGTTCCTCCGTTTCCGETTCATCAGCTTCTTCTGCTCCAGGTATCTCGAGTTCAATTTCT
CARTCARCCTCATCGGCTTCCACTGCCTCCGGTTCTATCACCTCCGGTACCTTAAGTTCTATTACCTCTT 1 l; 00
CGGCTTCTAGTCCAACTGCAACTGCTTCCARCTCTCTTTCT TCCAGCGATGGTACTATTTATTTGCCTTC o=
TACRARCCATCAGTGGTGRACATTACACTCACCGSTTCAGTCATTGCARCTGARGCTGTCGARGTCGCTGCA
CETGGTAAGTTGACCCTACTTGATGGTGACARAATACGTTTT TTC TGCTGRATTTCATAATCCATGGTGEOG
TTTTCGCTAGARAAGTC TAAGCCARCTTAC COAGGTACCGARTTCGACATTT CTCGTGARLACTTTGATGT
ATCTGGTACCTTTAACGC TGAAGAGCCTGCT TCTTCCGCATCTGCATACTCCTTCACTCCAGGCTCT
TTCGATAAGAGTGGTGATATTTCTTTGAGTC TATCAGAGTC CACARRGGCC CARGTCACATTCTCTCCTT ]_ 000
ACTCTRAARCTCTGGTGCTTTCTCTTTCTCARATSCTATTC TCARTGOTCGTTCCCTCTCTGGTTTGC ARG
TAGAGCTGAATCAGGTTCTGTCAACARCGGTGAGATAAATC TTGAGAATCGCAGTACCTACGTCGTTGTC
CAACCACTTTCTCCAAGTCCTACAAT CARCATCATCTCTGCCAACCTTTACTTCCACTATCCACACACCT
TTACTGGCCARACTGTTGTATTCAAGSEGTGAASGTGTTC TTGCCGTTGACCCTACCGARAGCAACACTAL
TCCTATCCCTGTGGTTGGATACACTGGTGARARCCAAATCGCCATTACAGCAGATGTCACTGCTCTTTCT
TACGACAGTGCTACTGGTGTTTTARCTGCARCACAAGGCARCTCACARTTCTCCTTCTCTATTGGTACTG
GGTTCTCCAGTTCTGGCTTCAACGTCTCCGAAGGAACAT TTGCTGGTGCCTATGCTTATTATCTAAATTA
CGGAGGTGTTGTTGCTTCCAGCGCTACACCCTCATCCACAT CTACCACATCAGGGGCTACCARCTCTACT ’ 00
TCCGGTTCCACTTCATTTGGTGCTTCCGTARCTGGTTCAARCCGCTTCCACTICATTICGGTGCTICCGTGA -
CTGGTTCARCGGLTTCCACCTTGATTTCCGGCTCCCCATCTGTTTATACCACARCATTAACATATGCAAC
RACCRCAAGCACAGTAGTTGTCTCCTGTTCAGARACCACTGRATTCGAACGGTARCGTCTATACCATTACC
RACARCCGTACCATGTTCATCTACCACCGCCACTATCACT TCTTGCGATGAGACCGGATGTCATGTAACTA
CETCTACCOGTACCHGTUGLCACTGARRCCGTTTCTTCCARATCATACACAACTGUCACTGTARCCCALTG
TGRACGATAARTGGCTGTAACACCAAGACTGTCACTTCTGAAT GTTCCARAGARACATCAGCAACAACTGCT
TCTCCARARTCTTACACCACTGCCACCGTCACCCACTGT GATGACAATGGATGTAAGACCAAGACTGTCA
CTTCTGRAGCTCCTGAAGCTACCACCACAACTACTGTTTCT TCTCARTCGTACRCCACTGCCACCGTCAC
CCACTGTGATGACAATGGCTGTAAGACCAAGACCGTCACTTCTGARGCTCCTGAAGCTACCACCACARCT
ACTGTTTCTTCTCAATCGTACACCACTGCCAL TCACCCACTGTGATGRACAATGGATGTAAGACCAAGA
CTGTCACTTCTGAATGTCCTGRAGAARCTTCAGCARCTACTACTTCTCCAARATCATACACTACTGTTAC
CGTTACTCACTGTGACGACARCGGCTGTAACACTARGAC TGTCACCTCTGAGGCCCCTGARGCCACARCE
ACTACTGTTTCTCCARAGACATACACTACCGCTACTGTTACTCAGTGCGAT GACAATGGATGTAGCACCA
AGATTGTCACTTCTGAAGCTCCTAAAG CTTCAGARACT TCAGARACCAGTGCTGCCCCTAAGACATA 1 00
CACTACTGCCACTGTTACTCAATGTGATGACAATGGT TGTAACGTCARGATAATCACCTCTCARATACCT
CARGCTACTTCAACCGTCACCGCAACTAGTGCTTCTCCAARGTCATACACTACTGTCACTTCTGAGGGTT
CTAARGCARCCTCATTGACTACTGCCATTTCCAAGGCTTCTAGTGCARTTTCCACATACTCCARATCTGC
AGCTCCAATARAGACCTCTACTGGTATCATTGTCCAGTCCGAGGGTATTGCCGCAGGTTTGAATGCCAAT
ACTTTGRATGCATTGGTCGGTATTTTCGTTCTTGCTTTCTTTAACTAR

Figura 35. A) Secuencia del gen CFG/. B) Banda correspondiente al gen CFG/ en un gel de agarosa.
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2. Analisis de la secuencia de la proteina Cfpglp

El ORF CFPGI codificaba para una proteina de 1136 aa (GenBank ABZ10814.1) de pl
430 y MW 110976,75 Da, segin la herramienta “Compute pI/MW” del Expasy
Proteomic Server. La secuencia aminoacidica de esta proteina denominada Cfglp fue
obtenida con la herramienta bioinformatica “translation” del programa informatico

Vector NTI Advance 10 (Invitrogen).

Ademas, se comprobd que Cfglp presentaba los motivos tipicos de los precursores de

las manoproteinas (Figura 36A), presentes de la pared celular de las levaduras:

- Region N-terminal y C-terminal hidrofobas.

- Péptido sefial (aminoacidos 1-24).

- Una region rica en serina (S), que suponia el 25.90% de los aminoacidos
(aminoacidos 29 al 389).

- Una region rica en treonina (T), que suponia el 17.80% de los aminoéacidos
(aminoacidos 686 al 1081).

- Posible punto de anclaje al GPI (aminoécido 1113).

- Numerosos puntos de O-glicosilacion.

- 5 puntos de N-glicosilacion (aminoacidos 28, 35, 553, 661, 698).

Las modificaciones postraduccionales, debidas a la pérdida del péptido sefial y el punto
de anclaje al GPI, originaban una proteina de 1089 aa, con un MW de 106086.95 Da y
pl 4.26.

La hidrofobicidad de la proteina se analizé con la herramienta ProtScale (Expasy) y se
comprobd que ademads de los extremos N-terminal y C-terminal hidroéfobos, la proteina
presentaba una region central hidrofoba entre la region rica en serina y la region rica en

treonina (Figura 36B).
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Figura 36. A) Secuencia aminoacidica de la proteina Fpglp. Rojo: péptido sefial; Azul: region rica en
Serina; Naranja: region rica en Treonina; Subrayado verde: puntos de N-glicosilacion; Subrayado rosa:
punto de uniéon al GPI. B) Analisis de hidrofobicidad de la secuencia utilizando el test de Kyte &
Doolittle (1982).

3. Estudio de homologia
3.1. Homologia del gen CFG1

El primer andlisis de homologia del gen CFGI se realizé utilizando la herramienta
BLAST. Los mayores niveles de homologia encontrados fueron con el gen AWAIde la
cepa k7 fermentadora de sake, HPFI de la cepa SC288, HPFI de la cepa EC1118, y
con el gen FPGI de la cepa vinica 145A211, todos ellos genes codificantes de
manoproteinas en S. cerevisiae, y excepto el gen FPGI, todos ellos localizados en el
cromosoma XV. También se encontré homologia con otros genes codificantes de
proteinas de la pared celular, pero localizados en otros cromosomas, sin embargo el
nivel de homologia era menor que en los casos descritos anteriormente (Figura 37).
Tanto AWAI como FPGI habian sido descritos como genes espumantes (Shimoi et al.,

2002; Blasco et al., 2011).
3.2. Homologia de la proteina Cfglp

El analisis de homologia de la proteina se realizo empleando BLASTP. Los resultados

obtenidos mostraron que la proteina Cfglp era muy similar a la proteina espumante
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Awalp. Al mismo tiempo esta proteina presenté una gran homologia con la proteina
Hpflp de distintas cepas de S. cerevisiae (S288c, FostersB, EC1118, Vinl3, AWRI796,
Lanvin AQ23, FostersO), todas ellas cepas industriales vinicas excepto la S288c, que es
de laboratorio, y las cepas Foster que son cerveceras (Figura 38). Ademas, presentod
también, gran homologia con la proteina yil169cp de la cepa S288C, rica en Ser/Thr
muy similar a la proteina Hpflp. También se observd homologia con la proteina
espumante Fpglp de la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae, aunque en menor medida

que la presentada por las secuencias nucleotidicas.

A pesar de la gran homologia con la proteina Hpflp y con Awalp, existian diferencias
notables en el tamafio de estas proteinas y Cfglp, de mas de 100 aa en el primer caso y

de 578 aa en el segundo.

La proteina Cfglp presentaba un nivel de O-glicosilacion muy elevado y similar al que

presentan las proteinas Awalp y Hpflp (Figura 39).
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Figura 37. Analisis de homologia del gen CFG1. A) Homologia con AWAI. B) Homologia con HPFI.
C) Homologia con FPGI.
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Figura 38. Alineamiento de la proteina Cfglp. Proteinas en orden descendente: Fpglp; Awalp (S.
cerevisiae kK7); Hpflp (S. cerevisiae s288c); Conserved hypothetical protein (S, cerevisiae YIL169C)
Hpflp (S. cerevisiae EC1118); Hpflp (S.cerevisiae LalvinQA23); Conserved hypothetical protein (S.
cerevisiae RM11-1a); Conserved protein (S. cerevisiae YIM789); Hpflp (S. cerevisiae AWRIT796);
Hpflp (S. cerevisiae FostersO); Hypothetical protein SCY2333 (S. cerevisiae YIM789); YIL169C like

protein (S. cerevisiae Vinl3).
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Figura 39. Patron de O-glicosilacion (NetOGlyc 3.1.). A) Cfglp. B) Awalp.C) Hpflp.
4. Localizacion cromosomica del gen CFG1
4.1. Southern Blot

Los cromosomas de la cepa Weihenstephan 34/70 de S. pastorianus fueron aislados

mediante PFGE en un gel de agarosa. Se comprobd que el patron obtenido se
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correspondia con el de esta especie, y que presentaba un mayor nimero de cromosomas

que S. cerevisiae ya que es un hibrido entre S. cerevisiae y S. bayanus.

Una vez separados los cromosomas en el gel, la sonda disefiada para el marcaje del gen
CFGI se uni6 en distintas localizaciones, lo que nos indicaba que la sonda se habia
unido a varios cromosomas como consecuencia de la homologia de este gen con
distintos genes codificantes de manoproteinas, por lo que no se pudo establecer en cual

de ellos se localizaba el gen (Figura 40).

b a M

XTI
v

XV.VII

XVI
XIII

II
XIv
X
XI
‘}'
IX Figura 40. Localizacion cromosémica del gen CFG!
I mediante Southern Blot. Calle M, Marcador
VI cromosomico de la cepa YNN295; Calle a, cromosomas
I de la cepa Weihenstephan 34/70 tefiidos con bromuro
de etidio en gel de agarosa; Calle B, cromosomas
hibridados con la sonda para el gen CFGI.

4.2. Mapeo mitodtico por pérdida de cromoséomas

Debido a los resultados inconcluyentes obtenidos con la técnica de Southern Blot se
procedi6 a determinar la ubicacion cromosomica del gen CFG/ mediante la técnica de

mapeo por pérdida de cromosomas.

Para poder realizar esta técnica fue necesario, en primer lugar, marcar la cepa SP5
heterotalica con el gen de resistencia a G418, de manera que se pueda seguir la
segregacion del gen sin necesidad de realizar microfermentaciones con cada colonia

obtenida.
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La cepa heterotalica SP5, obtenida a partir de la cepa Weihenstephan 34/70, fue
transformada con el casete de interrupcion FPG1-loxPKanMXIloxP. Este casete pudo ser
utilizada ya que la secuencia del gen FPGI y CFGI presentaban una secuencia con un
alto indice de similitud. Los transformantes fueron seleccionados en medio de cultivo
YPD suplementado con G418, y la correcta integraciéon del casete se comprobd
mediante PCR, tal como se ha descrito previamente (Capitulo 2, apartado 5.2.). Una
colonia transformante fue seleccionada y denominada SPHS, y se utilizé para localizar
el gen mediante la resistencia a la G418, sin necesidad de realizar estudios de la

capacidad espumante de cada cepa obtenida.

Como los genes con los que presentaba homologia CFGI estaban ubicados en el
cromosoma XV, y este era uno de los cromosomas que aparecian hibridados en la
pelicula de revelado, los cruces se realizaron entre la cepa SPHS y la cepa CSH84L, que
presenta auxotrofias en todos los cromosomas y en concreto la auxotrofia ade2 en el

cromosoma XV.

Los diploides obtenidos tras cruzar las cepas SPH5 y CSH84L fueron tratados con
benomilo con la finalidad de eliminar los cromosomas homdlogos y reducir la carga
cromosomica de la cepa. La aparicion de colonias diploides resistentes a G418 con la

auxotrofia ade2 lo que permiti6 mapear el gen CFGI en el cromosoma XV del tipo sc.

Debido a la naturaleza poliploide de S. pastorianus no fue posible realizar el mapeo

meidtico del gen, ya que no daba el patron de segregacion adecuado.
5. Deleccion del gen CFG1

La cepa silvestre de S. pastorianus Weihenstephan 34/70 fue transformada con el casete
de interrupcion FPG1-loxPKanMXloxP. Los transformantes obtenidos se seleccionaron
en medio s6lido YPD suplementado con G418, ya que éstos debian ser resistentes a la
G418 por expresar el gen KanMX presente en el casete de interrupcion. La correcta
integracion del casete se comprobd mediante PCR, utilizando diferentes combinaciones
de oligonucleotidos. Cuando se utilizaron los oligonucledtidos awall/awal2 se
amplificaron dos bandas, una de 3408 pb que se corresponde con el gen CFGI, y otra
banda de 1635 pb que se correspondia con el gen CFGI interrumpido, en consecuencia
se dedujo que el casete se habia integrado Unicamente en uno de los cromosomas.

Cuando se realizaron las PCR empleando los oligonucledtidos awal/loxPR y
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loxPF/awa2 se obtuvieron los tamanos de bandas correctos de 1568 pb y 1573 pb
respectivamente, y cuando se utilizaron los oligonucledtidos loxPF/loxPR solamente se

obtuvo la banda correspondiente al casete loxP-KanMX-loxP de 1570 pb (Figura 41).

Figura 41. Verificacion de la interrupcion
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loxpF/awal2 (calle3). B) Verificacion de la
1000 interrupcion del gen CFGI en el
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Como los transformantes eran heterozigotos CFG1/cfgl::FPGlloxPKanMXloxP, con el
fin de obtener células homozigotas para el gen interrumpido se indujo la esporulacion
seleccionando las esporas resistentes a G418, que al entrar en mitosis dieron lugar a
diploides homozigotos con el gen CFGI interrumpido. De cada tétrada solamente dos
clones derivados de esporas fueron capaces de crecer, lo que indicaba una segregacion
2:2 del gen CFGI. Nuevamente esto se verifico por PCR con los oligonucleotidos
awal 1/awal2, obteniéndose una unica banda de 1635 pb correspondiente al casete de

interrupcion (Figura 42).

De los transformantes cfg/::FPG1-loxPKanMXloxP/cfg!::FPG1-loxPKanMXloxP, uno
de ellos al que se denomindé SPHAI, fue seleccionado, y posteriormente transformado
con el vector YEp351-cre-cyh, con el que se elimino el casete loxP-KanMx-loxP,

quedando asi un diploide cfg/A sin ningln tipo de resistencia, denominado SPDHA 1b.

La eliminacion del casete de resistencia loxP-KanMX-loxP se verific6 por PCR. Asi,
cuando se utilizaron los oligonucleotidos awall/awal2 la banda que se obtuvo era la
correspondiente a la parte de los oligonucledtidos que se unia al gen CFGI, de 81 pb.
Finalmente al utilizar los oligonucleétidos loxPF/loxPR no se obtuvo ninguna banda,

con los que se confirmo la correcta eliminacion del casete (Figura 42).
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Figura 42. Verificacion de la interrupcion del gen CFG! en la cepa
SPHALI1 (calle 1) y de la deleccion del gen (calle 2) en la cepa
SPDHA1D Acfgl. A la izquierda de la imagen se muestra el tamafio de
las bandas del marcador de pesos moleculares (M).
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6. Pruebas fenotipicas

Con la finalidad de determinar el fenotipo que confieria el gen CFGI, las pruebas

fenotipicas se realizaron por triplicado empleando la cepa cervecera Weihenstephan

34/70 y la cepa SPDHA1D cfglA.
6.1. Sensibilidad a la temperatura

Las cepas Weihenstephan 34/70 y SPDHA b se cultivaron en medio YPD a 15°C, 23°C,
30°C y 37°C (Figura 43A). En todos los casos ambas fueron capaces de crecer por igual
tras 96 h de cultivo. Se observo que el crecimiento era mas lento a 15°C donde ambas
cepas tardaron en empezar a crecer aproximadamente 48 h, mientras que en el resto a
las 24 h ya se observaba crecimiento. Aunque ambas cepas fueron capaces de crecer a

37°C, se observoé un retardo en el crecimiento de la cepa SPDHA 1b.
6.2. Crecimiento en SDS al 1%

Las cepas Weihenstephan 34/70 y SPDHAI1b se cultivaron en medio YPD so6lido
suplementado con SDS al 1%. En este caso se observo que era posible observar colonias
de la cepa Weihenstephan 34/70 tras 96 h de cultivo, mientras que en el caso de la cepa

SPDHA1b apenas apareci6 crecimiento (Figura 43B).
6.3. Tolerancia al etanol

La presencia de etanol afectd negativamente al crecimiento de ambas cepas.
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6.4. Sensibilidad osmaética

Ambas cepas fueron capaces de crecer a todas las concentraciones de etanol ensayadas,

y no se observo ninguna diferencia en el crecimiento entre ellas (Figura 43D).
6.5. Sensibilidad al Calcofluor White

No se apreciaron diferencias en el crecimiento de las cepas Weihenstephan 34/70 y

SPDHA1D en presencia de Calcofluor white 0,1% (Figura 43C).

Figura 43. Pruebas fenotipicas de las cepas de S. pastorianus Weihenstephan 34/70 y DHASP1b. A)
Creciemiento a distintas temperaturas: 15°C (a), 23°C (b), 30°C (c), 37°C (d). B) Crecimiento en presencia

de SDS. C) Crecimiento en presencia de Calcofluor White. D) Creciemiento en presencia de sorbitol.

6.6. Tincion con Calcofluor White

Las células de las cepas Weihenstephan 34/70 y SPDHAI1b fueron tefiidas con
Calcofluor White. 100 pl de la suspension de ambas fueron observados en un

transiluminador, pero no se apreciaron diferencias entre el brillo de ambas cepas.
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6.7. Sensibilidad a la liticasa

Para comprobar la sensibilidad a la liticasa de las cepas 145A211 y DHA2-16, se midio
la absorbancia de los cultivos a D.O.go tras 12 h y 48 h de cultivo. Se comprobd que
tras 12h de cultivo, la D.O. de la cepa Weihenstephan 34/70 disminuia en un 80% y
aunque la cepa SPDHA1Db disminuy6 practicamente igual, el descenso en la densidad
optica del cultivo fue més lento que en la cepa Weihenstephan 34/70. En los cultivos
que crecieron durante 48h, la pared celular era mas gruesa y contenia mas B-glucano, se
observo que la sensibilidad de la cepa Weihenstephan 34/70 habia aumentado con
respecto a la que presentaba a las 12h y en el caso de la cepa SPDHA1b apenas era
sensible a la liticasa (Figura 44). La diferencia en la sensibilidad entre ambas cepas,

indicaba que la proteina estaba ubicada en la pared celular.

100 100 7
) - \0\*\‘

0 20 40 60 30 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (minutos) Tiempeo (minutos)

——W34/70 SPDHA1D ——=W34/70 SPDHA1D

Figura 44. Sensibilidad a la liticasa a las 12 h (a) y a las 48 h (b).

6.8. Hidrofobicidad de la superficie celular

Los ensayos de hidrofobicidad de la superficie celular mostraron diferencias
significativas entre la cepa silvestre Weihenstephan 34/70 y la cepa SPDHA1b (Figura
45). Asi se comprob6 que la pérdida del gen implicaba una pérdida en la hidrofobicidad
de la superficie celular de casi un 40% a las 24 h, y que aunque en las dos cepas la
hidrofobicidad aumento a las 48 h, las diferencias entre ambas en este momento eran de

mas de un 50 %.
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Figura 45. Hidrofobicidad celular de las cepas Weihenstephan 34/70 y SPDHA1b.
7. Microfermentaciones

Las fermentaciones se llevaron a cabo en mosto cervecero utilizando como inoculo las
cepas Weihenstephan 34/70 y SPDHA1b. Se midi6 la cinética de la fermentacion asi
como la concentracion de distintos compuestos responsables de las caracteristicas

oraganolépticas de las cervezas.
7.1. Velocidad de fermentacion

La progresion de la fermentacion del mosto cervecero se establecidé pesando los tubos
con el mosto fermentado y estableciendo asi la pérdida de peso debida a la pérdida de
CO,. Se consider6 que la fermentacion habia finalizado cuando los tubos dejaron de
perder peso. Se utiliz6 un control sin inoculo que se utilizo para establecer la pérdida de

peso debida a la evaporacion.

La fermentacion llevada a cabo por ambas cepas tuvo una duracién final de 34 dias.
Aunque la produccion de CO, fue ligeramente superior en el caso de la cepa SPDHA1b
no se hubo diferencias significativas entre ellas en relacion a la velocidad de

fermentacion ni al poder fermentativo (Tabla 8) (Figura 46).
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Cepa Vf; Vf, Vi, Pf
W34/70 0,01733 0,01218 0,01476 0,72
SPDHA1b 0,02467 0,01515 0,01991 0,83

Tabla 8. Velocidad de la fermentacion con las cepas Weihenstephan 34/70 y SPDHA1b. Vf;: gramos
de CO, desarollados durante los 5 primeros dias de la fermentacion; Vf;: gramos de CO, desarollados
durante toda la fermetacion; Vf,: velocidad fermentativa media de las dos anteriores; Pf: poder

fermentativo, maxima produccion de CO; al final de la fermentacion.
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Figura 46. Desarrollo de la producién de CO, por parte de las cepas Weihenstephan 34/70 y
SPDHA1b.

7.2. Produccion etanol

Los niveles de etanol obtenidos tras la fermentacion del mosto cervecero con las cepas
Weihenstephan 34/70 y SPDHA1D estaban dentro del rango aceptado para las cervezas
(Hughes & Baxter, 2001). No se observaron diferencias entre los valores obtenidos con

ambas cepas (Figura 47A).
7.3. Produccion de acido acético

Los niveles de acido acético obtenidos tras la fermentacion del mosto cervecero con las
cepas Weihenstephan 34/70 y SPDHA1b también estaban dentro del rango aceptado
para las cervezas (Hughes & Baxter, 2001). No se observaron diferencias entre los

valores obtenidos con ambas cepas (Figura 47B).
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7.4. Produccion de glicerol

Al igual que los niveles anteriores, el glicerol medido tras la fermentacion llevada a
cabo con las cepas Weihenstephan 34/70 y SPDHAI1Db presentaba unos valores
aceptados para las cervezas (Hughes & Baxter, 2001). No se observaron diferencias

entre los valores obtenidos con ambas cepas (Figura 47C).
7.5. pH

Los niveles de pH obtenidos tras la fermentacién del mosto cervecero con las cepas
Weihenstephan 34/70 y SPDHAI1b estaban dentro de los valores aceptados para las
cervezas (Hughes & Baxter, 2001). Sin embargo existian diferencias significativas entre
el pH de ambas cervezas, siendo ligeramente superior el pH de la cerveza obtenida con

la cepa SPDHA 1D (Figura 47D).
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Figura 47. Caracteristicas organolépticas de los vinos obtenidos con las cepas Weihenstephan 34/70
(W 34/70) y SPDHA1b. A) Concentracion de etanol (g/1). B) Concentracion de Acido Acético (g/1). C)
Concentracion de glicerol (g/1). D) pH.

8. Clonacion y expresion del gen CFG1 en la cepa MI2B de S. cerevisiae

Con el objeto de determinar la capacidad de producir espuma del gen CFG1, se llevo a
cabo su clonacion en el vector de expresion de S. cerevisiae, pYES2, que se expreso en
la cepa de S. cerevisiae MI2B, previamente seleccionada por no producir espuma

durante la fermentacion.
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8.1. Clonacion del gen CFGI en el vector en el vector pYES2

El gen CFGI previamente clonado en el vector PCR Bluntll TOPO se liber6 utlizando
la enzima de restriccion BstXI Para comprobar que se habia liberado el inserto, el
producto de digestion se analizd por electroforesis en un gel de agarosa al 0,6%,
obteniéndose dos bandas, una de las bandas de 3478 pb que se correspondia con el
vector sin el fragmento de 43 pb delimitado por BstXI, y otra banda de 3451
correspondiente al gen CFGI de 3408 pb mas el fragmento de 43 pb del vector.

El inserto liberado se clond en el vector de expresion de S. cerevisiae, pYES2. El
fragmento de ADN correspondiente al gen CFGI flanqueado por dos sitios BstXI se

ligd en el sitio correspondiente en el vector.

Con la mezcla de ligacion se transformo la cepa TOP10 de E. coli. Los transformantes
se seleccionaron en medio LB suplementado con ampicilina. A partir de varias colonias
recombinantes se purifico el vector con el inserto y se digirié6 empleando la enzima de
restriccion Pstl con la finalidad de determinar en cuales el inserto estaba en la
orientaciéon correcta. Se selecciond una de las construcciones con la orientacion

adecuada a la que se llam6 pYES2-CFG1 (Figura 48).
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Figura 48. Verificacion de la orientacion correcta de la construccion pYES2-CFG1 mediante
digestion con Pstl en 18 clones de E. coli TOP10. Clones con la orientacion correcta: 1,4,5,6 8,9, 11,
14, 17. El tamafio de las bandas (pb) del marcador de pesos moleculares se muestra a la izquierda de la

imagen.

El vector pYES2-CFGI1 se utiliz6 para transformar la cepa MI2B de S. cerevisiae. Los
transformantes se seleccionaron en medio SD sin ningiin aminoéacido, de manera que
solo fueron capaces de crecer aquellas cepas transformadas con el vector pYES2-CFGl,

que contenia el gen URA3. Al transformante seleccionado se le denominé MI2B-CFG.
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8.2. Expresion del gen CFG!

Tanto la cepa MI2B transformada con el vector pYES2-CFG1, como la cepa MI2B
transformada con pYES2 (MI2B-pYES2), que se utilizd como control, se cultivaron
inicialmente en medio YPD durante toda la noche hasta que los cultivos alcanzaron la
fase exponencial. En este momento se recuperaron por centrifugacion se lavaron para

eliminar los restos de glucosa que inhibe la expresion del promotor GALL.

Los cultivos se recuperaron y se sembraron en medio YPGal para inducir la expresion
del gen, y en este medio se mantuvieron durante 48 h. Posteriormente los cultivos se
recuperaron por centrifugacion y se utilizaron bien para inocular mosto o bien para

extraer la proteina de la pared celular.
9. Extraccion e identificacion de la proteina Cfglp

9.1. Extraccion desde la pared celular

La proteina se aisl6 e identifico a de la pared celular de las levaduras, que se realizo por
métodos enzimaticos, empleando SDS, o bien por extraccion post-alcali, todos ellos
métodos para la extraccion de manoproteinas de la pared celular, ya que los resultados
previos del analisis de la secuencia sugerian que la proteina Cfglp era una

manoproteina.

Por estos métodos se obtuvo un extracto de manoproteinas procedentes de la pared
celular de la cepa Weihenstephan 34/70, MI2B-CFG1 y las cepas empleadas como
control SPDHA1b y MI2B-pYES2, respectivamente.

Cuando se utilizo el método de extraccion de manoproteinas a partir de las paredes
celulares purificadas mediante el uso de SDS no se consiguié ver ninguna diferencia
entre la muestra y el control, por lo que se dedujo que este método no era valido para la
extraccion de la proteina Cgflp ya que aunque se extrajeron un gran nimero de
proteinas no se observaron diferencias entre las muestras y los controles. Cuando la
extraccion se realizd con liticasa tampoco se observaron diferencias. Sin embargo con el
tratamiento post-alcali, se observaron diferencias entre las cepas Weihenstephan 34/70 y
la cepa SPDHAIb, pero solo cuando habian sido cultivadas en presencia de
tunicamicina (Figura 49). En el caso de las cepas MI2B-pYES2 y MI2B-CFG1, no se

observaron diferencias entre ellas.
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b M a

Figura 49. Proteina Cfglp extraida por el método post-alcali en
PAGE. Cepas: Weihenstephan 34/70 (calle a); SPDHA1b (calle b).
M: marcador de peso molecular ((200 KDa;150 KDa; 100 KDa; 75
KDa; 50 KDa). La flecha indica la posicion de la proteina Cfglp
(105 KDa).

Al observar en el gel las proteinas extraidas con el tratamiento post-alcali, se confirmo
la presencia de una banda cercana a los 105 KDa en el carril correspondiente a la cepa
Weihenstephan que no aparecia en el carril correspondiente a la cepa SPDHAT1b. El
tamafo se correspondia ademds con el tamafio que tiene la proteina Cfglp tras sufrir las

modificaciones postraduccionales.
9.2. Contenido proteico en el sobrenadante

Las proteinas liberadas al mosto durante la fermentacion fueron precipitadas por el
método del KDS acetona a partir del mosto fermentado por las cepas Weihenstephan
34/70 y SPDHA1b. Cuando las proteinas se separaron en un gel de SDS-PAGE y se
tifieron por el método del PAS-Schiff no se observaron diferencias entre los patrones

obtenidos para ambas cepas.

10. Estudio de la implicacion de la proteina Cfglp en el fenotipo

espumante

Para comprobar la implicacién de la proteina Cfglp en la capacidad de produccion de
espuma por parte de las levaduras se realizaron dos tipos de ensayo. Por una parte se
compard la habilidad espumante de la cepa silvestre Weihenstephan 34/70 con la de la

cepa SPDHAI1b cfglA, y por otra parte se realizaron ensayos de fermentacion para
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comparar la capacidad para producir espuma de las cepas genéticas MI2B-pYES2 y

MI2B-CFGl1.
10.1. Weihenstephan 34/70 vs SPDHA1b
Las fermentaciones se llevaron a cabo tanto en mosto cervecero como en mosto de uva.

Tras 24 h de fermentacion en mosto de uva se observd que en los niveles de espuma
eran los mismos en los tubos fermentados con cada una de las cepas. Transcurridas 48
h, sin embargo, la espuma producida por la cepa SPDHA1b habia colapsado mientras
que la el nivel de espuma producido por la cepa Weihenstephan 34/70 se mantenia igual

que a las 24 h (Figura 50).

A

W 34/70 SPDHA1b W 34/70 SPDHAT1bDb |

Figura 50. Produccion de espuma por parte de las cepas Weihenstepha 34/70 (W34/70) y
SPDHAT1b. A) 24 h de fermentacion. B) 48 h de fermentacion.

En el mosto cervecero, sin embargo, el comportamiento de la espuma fue similar para

ambas cepas tras 24 h y 48 h de fermentacion se observd en mosto.

La medida de la espuma se realiz6 también una vez finalizada la fermentacion, en la
cerveza por el método de agitacion, comprobandose que la cerveza producida con la
cepa Weihenstephan 34/70 da lugar a una espuma mas estable que la cepa SPDHA1b
que no contiene el gen CFG1 (Figura 51).
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Se realizd un seguimiento de la evolucion de la espuma durante el tiempo observando
que la espuma producida en la cerveza elaborada con la cepa SPDHAT1bD se colapsaba
mas rapido que la producida en la cerveza elaborada con la cepa Weihenstephan 34/70.
Ademas se vio que el tamafo de las burbujas en la espuma producida por la cepa
SPDHA b era mayor que en el caso de la generada por la cepa Weihenstephan 34/70
(Figura 52).
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Figura 51. Estabilidad de la espuma. Medida de la altura de la espuma producida en la cerveza
fermentada por las cepas Weihenstephan 34/70 (W 34/70) y SPDHA1D tras 5 min y 30 min de haberla

generado.

“ 34/70 SPDHAI1lbDb

Figura 52. Evolucion de la estabilidad de la espuma en la cerveza. La fila superior muestra una vision
frontal de la espuma generada por las cepas Weihenstephan 34/70 (W 34/70) y SPDHA1b; La fila inferior

muestra una vision superior de la espuma donde se aprecia el tamafio de las burbujas.
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10.2. MI2B-CFG1 vs MI2B-pYES2

Para inducir la expresion del gen CFG/ en la cepa M12B-CFG1 se cultivo en medio de
induccién YPGal durante 48 h. El mismo procedimiento se siguié con la cepa MI2B-
PYES2, utilizada como control. Transcurrido el tiempo de induccién, los cultivos se
recuperaron por centrifugacion y se utilizaron para inocular mosto de uva. Aunque el
promotor GALI en presencia de glucosa estaba inhibido, la expresion de la proteina
Cfglp deberia detenerse en el mosto pero la producida anteriormente deberia
permanecer en la pared.

Debido a la incapacidad de la cepa MI2B para fermentar mosto cervecero, las
fermentaciones se realizaron con mosto de uva. A las 24 h de fermentacidon apenas se
observaron diferencias en los niveles de espuma producidos por las cepas MI2B-
pYES2-CFG1 y MI2B-pYES2, sin embargo tras 48 h de fermentacion se vio que el
nivel de espuma era mucho mayor en los tubos fermentados por la cepaMI2B-CFG1

que en aquellos fermentados con la cepa MI2B-pYES2 (Figura 53).

2

MI2B- MI2B- |
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Figura 53. Produccién de espuma por parte de las cepas MIB-pYES2 y MI2B-pYES-CFGI1. A) 24 h

de fermentacion. B) 48 h de fermentacion.
10.3. Recuperacion del fenotipo espumante

La cepa SPDHAID cfg/A de S. pastorianus fue transformada con el vector pYES2-
CFGl1 con la finalidad de comprobar si recuperaba el fenotipo espumante. Debido a que

esta cepa era prototrofa y que la seleccion de los transformantes se realizaba por
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adquisicion del fenotipo URA presente en el vector, fue necesario deleccionar el gen
URA3 mediante la interrupcion de este gen con el casete URA-loxPKanMXIloxP y
posterior eliminaciéon mediante la transformacion con el vector YEp351-cre-cyh. Se
selecciond un transformante incapaz de crecer en ausencia de uracilo y se transformoé
con el vector pYES2-CFG1. Los transformantes obtenidos fueron capaces de crecer en
medio sin uracilo lo que confirmo la transformacién con el vector. Estos procedimientos
se desarrollaron igual que en el caso de la recuperacion del fenotipo del gen FPGI

(Capitulo 2, apartado 11.3.).

Un transformante al que se denomind SPDHA1b ura™ se utiliz6 como cultivo iniciador
en la fermentacion del mosto cervecero. Esta misma cepa sin sufrir el proceso de
induccion de la expresion del gen CFGI fue utilizada como control. El nivel de espuma
alcanzado tras 24 h de fermentacion con ambas cepas era el mismo, sin embargo a las
48 h en el tubo fermentado con la cepa en la que se habia inducido la expresion del gen

CFG1, el nivel de espuma habia disminuido y era menor que en el control (Figura 54).

Figura 54. Ensayo de recuperacion del fenotipo
espumante. Nivel de espuma tras 48 h de
fermentacion por parte de las cepas SPDHAI1b ura-
pYES2-CFG1 inducido (a) y el control
Weihenstephan 34/70 (b). Las flechas indican el
maximo nivel de espuma alcanzado en ambos casos.
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Las levaduras fermentadoras de cerveza pueden pertenecer a la especie S. cerevisiae
cuando se trata de elaborar cerveza ale, de fermentacion alta, o a la especie S.
pastorianus para elaborar cerveza lager, de baja fermentacion. En este estudio utilizé la
cepa S. pastorianus Weihenstephan 34/70, ampliamente utilizada por la industria
cervecera para la elaboracion de cerveza lager, y que tiene la capacidad de fermentar el

mosto cervecero a temperaturas bajas entre 9°C y 15°C.

Aunque existen numerosos estudios sobre la implicacion de las proteinas de la cebada
en la produccion y estabilizacion de la espuma, son muy pocos los que han tratado de
establecer una relacion positiva entre las proteinas de las levaduras cerveceras y la
espuma de la cerveza, y hasta el momento no se habia identificado ninguna proteina de
la levadura que se relacione con la produccion o estabilizacion de la espuma en esta
bebida (Dixon & Kirsop, 1969; Hejgaard & Serensen, 1975; Mohan et al., 1992;
Kordialik-Bogacka & Campbell, 2000; Kordialik-Bogacka & Ambroziac, 2004;
Douglas et al., 2006).

El gen CFGI (Carlsbergensis foaming gene) fue identificado tal como se ha descrito a
lo largo de este trabajo, con el fin de identificar un gen responsable de la produccién y/o
el mantenimiento de la espuma en la cepa cervecera Weihenstephan 34/70 de S.

pastorianus.

El analisis de la secuencia de la proteina Cfglp, obtenida a partir de la secuencia génica,
mostrd que ésta se correspondia con una manoproteina, con la estructura fibrilar
caracteristica de las proteinas de la pared celular unidas al GPI, ya que presenta un
punto de union al GPI en el extremo C-terminal orientado hacia los glucanos de la pared
y que es el responsable del anclaje de la proteina a la pared celular. La region N-
terminal hidrofobica que esta expuesta al medio, mientras que la regioén central rica en
Serina y Treonina presenta multiples enlaces O-glicosidicos con numerosas cadenas
laterales de oligosacaridos, actuando como una region espaciadora entre la regién N-
terminal donde se encuentra el péptido sefial que permite su translocacion al reticulo
endoplasmatico, y la region C-termianl (Jentoft, 1990). Esta proteina esta altamente N-
glicosilada por lo que la proteina presentard una porosidad limitada para impedir la
entrada de las enzimas liticas que puedan degradar la pared. Ademas, el elevado nivel
de glicosilacion que presenta la proteina Cfglp la protege de la desnaturalizacion por

parte del etanol presente en la cerveza y aumenta la afinidad de las proteinas por las
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burbujas de CO, generadas durante la fermentacion favoreciendo la estabilidad de la
espuma que se genera en la cerveza (De Nobel ef al., 1990; Senée et al., 1999; Maujean,

2003; De Groot et al., 2005; Klis et al., 2006; Lesage & Busey, 20006).

Esta estructura es tipica de las proteinas que estan presentes en la pared celular
pertenecientes al grupo de las GPI-CWP (glicosil fosfatidil inositol cell wall proteins),
que a su vez estan subdivididas en dos grupos, un primer grupo de proteinas de bajo
peso molecular cuya funcién aunque no se conoce totalmente parece ser estructural
actuando como cimentador de la pared celular (Cwpl, Cwp2, Sedlp, Tiplp, Tirlp), y
un subgrupo de proteinas de elevado peso molecular, como es el caso de la proteina
Fpglp, que interaccionan con materiales presentes en el medio o bien a otras células
(Awalp, Flol) (Watari et al., 1994; Van der Vaart et al., 1995; Shimoi et al., 1998;
Shimoi et al., 2002; De Groot et al., 2005 ; Yin et al., 2005).

El analisis de homologia de la secuencia génica mostréo una elevada homologia con
genes codificantes para distintas manoproteinas de la pared celular de S. cerevisiae,
sobre todo el gen AWA I responsable de la produccion de espuma por parte de la cepa k7
de S. cerevisiae (Shimoi et al., 2002); también presentaba homologia con el gen FPGI,
identificado en este trabajo como responsable de la produccién y estabilizacion de la

espuma en la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae (Blasco et al., 2011).

El andlisis de homologia de las proteinas mostr6 un resultado similar al de las
secuencias génicas. Se comprobd que los mayores niveles de homologia eran con la
proteina Awalp, manoproteina hidrofobica que favorece la producciéon de espuma
durante la fermentacion del sake, en segundo lugar presentaba homologia con la
proteina Hpflp implicada en la eliminacion de turbidez de los vinos (Shimoi et al.,
2002; Brown et al., 2007). En menor medida presenté homologia con la manoproteina
Fpglp identificada en este trabajo y relacionada con la produccion y estabilizacion de la

espuma (Blasco ef al., 2011).

Los resultados de homologia indican la presencia de regiones muy conservadas entre la
mayoria de ellas que se corresponderian con el extremo N-terminal y con la regién rica
en treonina, sin embargo existe una region entre el aminoacido 822 y el 932 de la
proteina Cfglp que solo tiene homologia con la proteina Awalp. Ademas la proteina

Cfglp y sus homologas presentan patrones de O-glicosilacion muy parecidos.
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Los primeros trabajos de busqueda de genes implicados en la produccion de espuma en
S. cerevisiae realizados por Thornton (1978a,b), identificaron dos genes, FROI y
FRO2, que aunque no fueron secuenciados, fueron localizados en el brazo derecho
cromosoma VII en la posicion 143 cM FROI y 127 ¢cM FRO2. Otro gen implicado en la
produccion de espuma en la cepa vinica de S. cerevisiae, el gen FPGI (Blasco et al.,
2011), fue localizado en el brazo izquierdo del cromosoma VII en la posicion -119 cM.
Sin embargo el resto de los genes que presentan los mayores niveles de homologia con

el gen CGF1 estan localizados en el cromosoma XV de S. cerevisiae.

Cuando se tratd de establecer la localizacion cromosomica del gen CFG/ mediante
Southern Blot, los resultados fueron inconcluyentes debido a la alta similitud de esta
secuencia con otras manoproteinas presentes en distintos cromosomas, ademas la
naturaleza hibrida de S. pastorianus, con origen en S. cerevisiae y S. bayanus, hace que
presente tres tipos de cromosomas, tipo S. cerevisiae, tipo S. bayanus y finalmente el
tipo hibrido que deriva de la recombinacion de los otros dos tipos de cromosomas, de
manera que la sonda preparada para el gen CFGI podria haber hibridado con genes
codificantes para manoproteinas en cualquiera de los tres tipos de cromosomas (Querol

& Bond, 2009; Tamai et al, 2000).

La técnica del mapeo genético permiti6 la localizacion del gen a nivel cromosomal. El
gen CFGI se encuentra ubicado en el cromosoma XV, al igual que sucede con el gen
AWAI y otros genes codificantes para manoproteinas. Ademas gracias a los analisis de
segregacion se determind que este gen estaba en el cromosoma de tipo Sc ya que el

casete de interrupcion estaba disefiado para el gen FPGI de S. cerevisiae.

Debido a los resultados obtenidos en el analisis de la secuencia y la homologia de la
proteina, los analisis fenotipicos de la proteina Cfglp se centraron fundamentalmente en
pruebas para comprobar el efecto de esta proteina sobre la pared celular, ya que parecia

la localizacion celular mas probable de la proteina Cfglp.

La proteina Cfglp no desempena ningun papel vital en la célula ya que las levaduras
que no la expresaban eran capaces de crecer, con menor o mayor dificultad, a las
distintas temperaturas. Ademas se vio que la ausencia de Cfglp no afecta a la
estabilidad de la pared celular, como se comprobd mediante pruebas de estrés osmético,

crecimiento en etanol o Calcofluor White.
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Por el contrario, los resultados obtenidos cuando las cepas se cultivaron en presencia de
SDS al 1% indicaron que la proteina Cfglp debia estar presente en la pared celular ya se
observo una mayor sensibilidad por parte de la cepa SPDHA1b al SDS que por parte de
la cepa Weihenstephan 34/70. El SDS es un detergente toxico para las células que
rompe las interacciones hidrofobicas que se establecen de forma no covalente entre las
glicoproteinas y el 1,3-B-glucano y que supone que los mutantes para la pared celular
son mas sensibles a esta sustancia, como es el caso de la cepa SPDHA1b donde la pared
celular estaria debilitada por la usencia de la proteina Cfglp facilitando asi la entrada

del SDS que lo que conlleva su lisis (Mazaii et al., 2008).

Los resultados de sensibilidad a la liticasa sugieren que la proteina Cfglp debe tener un
papel en la pared celular, ya que aunque durante el crecimiento en fase exponencial la
cepa SPDHAI1D es ligeramente mas resistente a la liticasa que la cepa Weihenstephan
34/70, la pared de la primera tarda mas tiempo en verse afectada por la enzima. El
engrosamiento de la pared celular en la fase estacionaria explica el aumento en la
resistencia a la liticasa por parte de ambas cepas, sin embargo, en este caso la diferencia
entre ambas se hace mas notoria. Aunque generalmente una alteracién en la pared
celular como es la eliminaciéon de una proteina supone una mayor sensibilidad a las
glucanasas, se ha visto que hay casos como el de las proteinas Fpglp, Gaslp, Toslp, o
Scw4p, en que ocurre lo contrario (Yin ef al., 2005; Shimoi et al., 1998; Kotaka et al.,
2010). Los resultados obtenidos para la resistencia a la liticasa junto con la falta de
sensibilidad al Calcofluor White indican que no ha aumentado la cantidad de quitina
para cubrir el espacio dejado por Cfglp, sin embargo, en este caso hay un peor acceso
por parte de la B-glucanasa a los P-glucanos, por lo que habrian aumentado las
ramificaciones del resto de las glicoproteinas o el nimero de éstas ocupando el espacio

de Cfglp, como se observaron Yin ef al. (2005) para TosIp.

Como se observo al realizar los ensayos para medir la hidrofobicidad celular, la proteina
Cfglp esta implicada en este proceso, lo que indica que ésta es una manoproteina de la
pared celular, que al igual que la proteina Awalp, también confiere hidrofobicidad a las
células, por lo que es una proteina potencialmente estabilizadora de la espuma (Shimoi

et al.,2002).

Los resultados obtenidos cuando se analizaron las caracteristicas organolépticas de las

cervezas elaboradas con la cepa silvestre Weihenstephan 34/70 y la cepa SPDHA1b
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cfglA indican que la proteina Cfglp no estd relacionada con la produccion de estas
caracteristicas y no tiene un papel metabolico en la fermentaciébn ya que no se
apreciaron diferencias entre los valores de etanol, acido acético y glicerol, ademas todos
ellos se encontraban dentro de los valores aceptados para la cerveza lo que indica que

ambas cepas son adecuadas para la produccion de la cerveza (Hughes & Baxter, 2001).

La carga eléctrica de las manoproteinas es modificada por el pH del vino o de la cerveza
de manera que tienen carga negativa (Vernhet et al., 1996). Ademas en el género
Saccharomyces la parte glicosidica de las manoproteinas no solo estd compuesta por
oligosacaridos neutros como las manosas, sino que contiene oligosacaridos acidos que
contienen manosilfosfatos cuyas cantidades varian de cepa a cepa, estas proteinas al ser
liberadas al medio pueden alterar el pH del mismo al tener carga eléctrica negativa
(Jigami & Odani, 1999). En el caso de la cerveza producida con las cepas
Weihenstephan 34/70 y SPDHA1b se observd que existian diferencias entre los valores
de pH, siendo ligeramente mas &acido el pH de la cerveza obtenida con la cepa
Weihenstephan 34/70 debido a que en esta estd presente la manoproteina Cfglp que al
liberarse al medio por efecto de las B-glucanasas durante la fermentacion acidificarian el

medio, mientras que en el caso de la cepa SPDHA1b esta proteina no esta presente.

La extraccion de las manoproteinas puso de manifiesto la ubicacion en la pared celular
de la proteina Cfglp, que al Gnicamente poder ser extraida por el método post-alcali
demuestra su union al GPI. Cuando se precipitaron las manoproteinas presentes en el
sobrenadante no se apreciaron diferencias entre la cepa Weihenspehan 34/70 y la
SPDHA1b, probablemente debido al gran tamafio que esta proteina debe alcanzar

cuando esta glicosilada, ya que posee 5 posibles puntos N-glicosilacion.

Las caracteristicas estudiadas para la proteina Cfglp indican que ésta es una
manoproteina que esta presente en la pared celular de la cepa Weihenstephan 34/70 de
S. pastorianus, que ademas presenta las propiedades estructurales tipicas de las
manoproteinas implicadas en la produccidon y estabilizacion de la espuma, como la
hidrofobicidad de la superficie celular, que también se habia observado en la proteina
Awalp y en la otra proteina espumante estudiada en este trabajo, Fpglp (Shimoi et al.,
2002; Blasco et al., 2011). Gracias a la hidrofobicidad las células se unen a las burbujas

de gas carbonico, producido durante la fementacién, quedando la region hidrofilica

161



Discusion
Capitulo 3: Estudio y analisis del gen responsable del caracter espumante en la cepa cervecera W 34/70 de S. pastorianus

hacia la capa acuosa y la region hidrofébica de la proteina hacia el gas de la burbuja,

esto ademas ralentiza el drenaje del liquido donde se encuentran.

En el caso de la proteina Cfglp se comprob6d que también estaba implicada en la
produccion y estabilizacion de la espuma. Cuando esta proteina fue sobreexpresada en
la cepa MI2B de S. cerevisiae, esta cepa que no producia espuma, adquirid esta
capacidad, demostrandose asi que la proteina Cfglp estd implicada en este proceso. Las
fermentaciones en mosto cervecero realizadas con la cepa Weihenstephan 34/70 y
SPDHA1b demostraron que la proteina Cfglp estd implicada en la estabilizacion de la
espuma, ya que aunque durante la fermentacion el nivel de espuma alcanzado fue el
mismo en ambos casos, una vez producida la cerveza el drenaje y la desaparicion de la
espuma era mas rapido cuando se utilizaba la cepa sin el gen CFGI que cuando se
utilizaba como cultivo iniciador la cepa Weihenstephan 34/70. Estas cepas también se
emplearon para fermentar mosto de uva de manera que aunque en ambos casos se
alcanzaba el mismo nivel de espuma, la espuma del mosto fermentado con la cepa
SPDHA1D se colapsaba totalmente a las 48 h de fermentacion mientras que en el mosto
fermentado con la cepa Weihenstephan 34/70 se mantenia, confirmando nuevamente la
interaccion de la proteina Cfglp con las burbujas de gas y por lo tanto su papel en la

estabilizacion de la espuma.

Sin embargo, a pesar de los resultados previos, cuando se realizaron los ensayos de
recuperacion del fenotipo espumante se comprobo que al sobreexpresar el gen CFGI no
se recuperaba este fenotipo, al contrario, la espuma se colapsaba mas rapidamente que
en el control silvestre. Es posible que este resultado sea debido a que la expresion del
gen en S. pastorianus no sea correcta ya que se utilizd un vector con un promotor para

S. cerevisiae.
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Capitulo 2: Estudio y analisis del gen responsable del cardcter espumante en la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae

Se han heterotalizado la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae y la cepa

cervecera Weihenstephan 34/70 de S. pastorianus.

Se ha conseguido cepas competentes para la conjugacion a partir de la cepa
vinica 145A211 de S. cerevisiae y de la cepa cervecera Weihenstephan 34/70 de

S. pastorianus.

El gen FPGI (Foam promoting gene) de la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae
es un gen de 2313 pb que se encuentra localizado en el cromosoma VII de dicha

cepa.

El gen FPGI de la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae, codifica para una
proteina de 771 aa'y 72512.22 Da, denominada Fpglp.

En la cepa Weihenstephan 34/70 se ha identificado un gen, CFGI
(Carlsbergensis foaming gene), de 3408 pb que se encuentra ubicado en el

cromosoma sc XV de dicha cepa.
El gen CFGI codifica para una proteina, Cfglp, de 1136 aa 'y 110976,75 Da.

Tanto la proteina Fpglp como la proteina Cfglp son manoproteinas presentes

en la pared celular de las levaduras.

Ni la proteina Fpglp de la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae ni la proteina
Cfglp de la cepa cervecera Weihenstephan 34/70, intervienen en el metabolismo

fermentativo de la célula.

El gen FGPI de la cepa vinica 145A211 de S. cerevisiae y el gen CFGI de la
cepa cervecera Weihenstephan 34/70 de S. pastorianus son responsables del

caracter espumante en cada caso.

Tanto la proteina Fpglp como la proteina Cfglp confieren estabilidad a la

espuma.
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Abstract

Foam formation in fermentations conducted by Saccharomyces cerevisiae, either at
the beginning of the fermentation process or at the end in the case of sparkling wines,
is due, to a large extent, to cell wall mannoproteins, which provide hydrophobicity
to the yeast cells and favour their floating index as well as stabilization of the
foam. The foam may be an undesirable by-product if it accumulates on top of the
fermentation tanks, but its formation is a good property in either beer or sparkling
wines. It is therefore important to know the yeast genes involved in foam formation,
in order to suppress or potentiate their expression according to the end product to
be obtained. The present study identified and characterized, for the first time in
an oenological S. cerevisiae strain, a gene involved in foam formation, named FPGI
(foam-promoting gene). The protein encoded by FPGI is a mannoprotein precursor
present in the cell wall and somewhat homologous to Awalp, a foaming protein
described in a sake S. cerevisiae strain. A foamless strain was prepared by FPGI
deletion, and a foam hyper-producing strain was also constructed, thus allowing the
conclusion that Fpglp is a mannoprotein involved in yeast frothing. Copyright ©
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Introduction

Alcoholic beverages have been elaborated by man
for about 9000 years, originally in an uncontrolled
way but today mostly carried out by selected
Saccharomyces cerevisiae oenological strains that,
when added to the must as starter cultures, con-
tribute to standardizing the quality of wines (Pre-
torius, 2000; Martini, 2003; Swiegers et al., 2005;
Blasco et al., 2008).

Traditionally, the preparation of better fermented
products (particularly in the case of wines) has been
approached by the manipulation of two quite differ-
ent aspects, grapes and yeast strains. Manipulation
of oenological yeast strains has been always a dif-
ficult task because they are homothallic diploids,
so selection through mating proceeds with rather

Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.

uncertain results. Besides, many characteristics are
polygenic, thus also contributing to difficulties in
the manipulation of genetic traits (Marullo et al.,
2004; Giudicci et al., 2005; Swiegers et al., 2005;
Blasco et al. 2008).

The foam in wines is determined by the grape
variety, the harvest and the S. cerevisiae strain
(Andrés-Lacueva et al., 1996) and, accordingly, the
timing of foam appearance may be considered as
a positive or a negative aspect. It is negative when
frothing takes place at the beginning of fermen-
tation, because over-foaming can reduce the effi-
ciency of the process (Pretorius, 2002). On the
other hand, foaming is positive when it occurs at
the end of the process, particularly in the case
of sparkling wines, since when served, it is per-
ceived by consumers as one of the most important
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organoleptic properties. A foam of quality is one
that causes a slow release of CO, in small bub-
bles and this contributes to the formation of a
crown in the surface of the wine, which must col-
lapse leaving just a hint of foam, as a ring, in the
glass (Senée et al., 1999; Martinez-Rodriguez and
Pueyo, 2009).

Alcoholic beverages are multifactorial systems,
where foam formation depends on a plethora of
components, including yeast cell wall mannopro-
teins (Senée ef al., 1999; Moreno-Arribas et al.,
2000; Douglas et al., 2005). These are N- and O-
glycosylated proteins linked to the 1,6-8-p-glucan
through glycerol phosphate inositol (GPI) or to
the 1,3-8-p-glucan through alkali-sensitive link-
ages. Thus, the inner face of the yeast cell wall is
a net of 1,3-8-p-glucan fibrils bound to each other
by hydrogen bonds, to which chitin and 1,6-8-D-
glucan are attached (Kollar et al., 1997; Lipke and
Ovalle, 1998; Molina et al., 2000; Klis et al., 2002;
Lesage and Bussey, 2006; Ying et al., 2005).

The mannoproteins are released in part into the
fermentation media (wine or beer) giving stability
to the foam because of their hydrophobic nature.
In fact, when bubble gas is formed, the hydropho-
bic part of the mannoproteins is orientated towards
the inner face, while the hydrophilic portion (gly-
cosylated moiety) is facing towards the outside.
The hydrophobic region increases the superficial
strength of the bubbles, while the hydrophilic por-
tion increases the viscosity, and both properties
also contribute to the foam stability and retard
the liquid drainage (Marchal et al., 1996; Hornsey,
1999; Senee et al., 1999; Maujean, 2003, Nuifiez
et al., 2006). The size of the glycoproteins varies in
the range 5-200 kDa, but those involved in foam
formation are mostly in the range 10-60 kDa,
with isoelectric points of 3.5—7.5 (mainly 3.5-4.5)
(Asano and Hashimoto, 1980; Mohan et al., 1992;
Brissonnet and Maujean, 1993; Kordialik-Bogacka
and Ambroziac, 2004; Nuifiez et al., 2006).

Despite the number of reports on foam formation
by yeasts in beverages, little is known concerning
the genes involved in frothing in S. cerevisiae. In
fact only one gene, AWAI, has been well charac-
terized. The AWAI gene product is a mannoprotein
with the typical putative GPI anchoring site that
confers hydrophobicity to the cell surface, favour-
ing the adherence of the cells to the gas bubble.
Its foaming ability was demonstrated by obtaining
a deleted strain which produces far less foam than

Copyright © 201 | John Wiley & Sons, Ltd.
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the wild-type (Shimoi et al., 2002; Miyashita et al.,
2004).

Besides the AWAI gene, Kasahara et al. (1974)
identified genes promoting foaming in sake S.
cerevisiae strains, suggesting that at least two genes
were involved, and Thornton (1978) also defined
two genes, FROI and FRO2, located on the right
arm of chromosome VII, separated by 21 cM.
He demonstrated their dominance and the lack of
additive effects, so that in a given strain the amount
of foam was always the same, independently of
the number of genes present. Moreover, he pointed
out that these two genes were allelic to that in the
sake strain (Kasahara et al., 1974; Thornton, 1978a,
1978b).

In this paper we describe, in an oenological
S. cerevisiae strain, a new gene for which we
propose the name foam-promoting gene (FPGI),
that codes for a mannoprotein, Fpglp, involved in
foam formation and hence in yeast frothing.

Materials and methods

Strains and media

All strains of S. cerevisiae used in the present study
are included in Table 1. Escherichia coli TOP10,
from Invitrogen, was grown in Luria—Bertani (LB)
medium at 37 °C. S. cerevisiae was grown in YPD.
Yeast strains harbouring auxotrophies were grown
in SD medium supplemented with the required
amino acid(s). When the carbon source had to
be changed to incorporate galactose (the same
amount), the YPD and SD were substituted by
YPGal and SGal, respectively. All yeast cultures
were maintained at 30 °C. In sporulation medium
(SPOI) the strains were maintained at 23 °C for
5 days. In all cases, when required, solid media
were prepared by the addition of 2% agar. The
media were sterilized by autoclaving at 120°C
for 20 min. When necessary, the media were sup-
plemented with G418 (200 pg/ml; Sigma-Aldrich),
cycloheximide (2 pug/ml; Sigma-Aldrich) or tuny-
camicin (1.5 pg/ml, Sigma-Aldrich).

Primers and vectors
Primers and vectors are summarized in Tables 2

and 3, respectively.
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Table 1. Saccharomyces cerevisiae strains employed in this
study and their foaming ability

Strain Genotype Foam Origin
145 Wine strain, wild-type + This laboratory
[45A21 1| Wine strain, + This study
MATa/MATa, HO/HO,
FPGI
SC22 MATa, hoA + This study
SCH2 MATa, hoA, - This study
fpg | :KanMX
DHA6C MATa/MATa, HO/HO, - This study
fpg | :KanMX
DHA2-16 MATa/MATa, HO/HO, - This study
fpgl A
MI-2B MATa, ura3-52, trp - Benitez T
CSH84L MATa, spol I, ura3, — Benitez T
canl, cyh2, ade?2, his7,
hom3
CSH88L MATa, spol I, ura3, - Benitez T
his2, leul, lys, met4,
petl8
CSH89L MATa, spol |, ura3, - Benitez T

adel, hisl, leu2, lys7,
met3, trp5

Table 2. Primers employed in this study

Name Sequence 5 — 3’

awall  ATGTTCAATCGCTTTAATAAACTTCAAGCC

awal2  TTAGTTAAAGAAAGCAAGAACGAAAATACC

FPGfint ATGTTCAATCGCTTTAATAAACTTCAAGCCGC
TTTGGCTTTGACCCTTAATATAACTTCGTA
TAATG

FPGrint  TTAGTTAAAGAAAGCAAGAACGAAAATACCG
ACCAATGCCCTAATAACTTCGTATAG
CATAC

HOIf  AAAACTGCAGCGACTATTCTGATGGCTAACGG

HOIr  ACGCGTCGACGTGCCATCTGCGCACATAACG

HO2f  CGCGGATCCTGCGATATCTGCAAGTATGTACCA
GAAGC

HO2r CCGGAATTCCACTCTGGTCCTTTAACTG

loxPl  CGCGGATCCGCGGAGGTCGACAACCCTTAAT
ATAAC

loxP2  CGCGGATCCGCGGATATCACCTAATAACTTCG
TATAGC

MI3F  GTAAAACGACGGCCAG

MI3R  CAGGAAACAGCTATGAC

Bold letters indicate loxP—KanMx—loxP common sequence.
[talic letters indicate the restriction sites.

Fermentations

Microfermentations were performed in stopped
tubes containing Mencia must (harvested 2005),
previously sterilized by tyndalization. Starter

Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.
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Table 3. Vectors employed in this study

Vector Description Source

PCR®BIuntITOPO®  Kan® Invitrogen

TOPO-FPGI KanR, FPG This study

pYES2 AmpR, URA3, GAL Invitrogen
promotor

pUG6H AmpR, KanMX Guldener et al.

(1996)

YEp351-Cre-Cyh AmpR, CYHR, LEU2,  Delneri et al.
GAL promotor, Cre (2000)
recombinase

pUCI9 AmpR, lacZ Invitrogen

pHO 12 AmpR, lacZa, This study
HOI-HO2

pDHO AmpR, lacZa, This study
ho:KanMX

cultures were prepared by inoculating 100 ml YPD
medium and grown overnight at 30 °C. The cells
were then recovered by centrifugation at 3000 x g
for 20 min at 4°C and resuspended in must at a
final cell density of 10° cells/ml. Fermentations
were carried out in triplicate at 22 °C.

Detection of foaming strains

The strains with good ability to originate foam both
in amount and stability were selected as previously
described (Chiavari et al., 2000).

Lyticase sensitivity assay

Yeast cells were cultured overnight in YPD at 30°C
for 48 h, recovered by centrifugation at 3000 x g
for 5 min, and washed twice with water. The
cells were resuspended in 0.1 M sodium phosphate
buffer, pH 7.5, mixed with lyticase (200 ug/ml;
Sigma-Aldrich), and incubated at 30°C for 2 h,
periodically measuring cellular density at opti-
cal density (OD) 600 nm, in a Jenway (Geneva,
Switzerland) spectrophotometer.

Calcofluor stain

Cells from an active culture were collected by
centrifugation at 3000 x g for 5 min, washed first
with sterile water and then with PBS, and stained
with calcofluor, as recommended by Cabib (2008).
The fluorescence of 100 pl samples (10® cells/ml)
was observed in a transilluminator (Molecular
Imager® Gel Doc™ XR; Bio-Rad).
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Tetrad analysis

Tetrads were obtained from either homothallic
diploid strains or from heterothallic diploids gen-
erated by mating the appropriate strains. The
diploids were maintained in SPOI medium until
a good number of asci containing four ascospores
were available. Manipulation and spore separation
was accomplished by using a Micromanipulator
I (Allen Benjamin Inc.) coupled to a Nikon SE
microscope.

Isolation and cloning of the FPG| gene

Genomic DNA from S. cerevisiae was prepared
using a Genomic Purification Kit (Promega). From
genomic DNA, the FPGI gene was PCR-amplified
using the primers awall and awal2 that cor-
respond to 1-30 bp and 5113-5142 bp of the
AWAI gene. The PCR product was cloned into
vector pCR® Bluntll TOPO® (Invitrogen) and
transformed into E. coli TOP10. The resulting
recombinant plasmid, TOPO-FPG1, was purified
using Miniprep ExpressTM Matrix (MP Biomedi-
cals) and sequenced using the primers M13F and
M13R.

Construction of an inducible FPG| expression
vector

Plasmid TOPO-FPG1 was digested with BstXI
to release the entire FPGI1 insert, which was
subsequently cloned into pYES2 (Invitrogen), a
plasmid vector that contains the GAL promoter,
thus generating a galactose-inducible expression
construct.

PCR-mediated FPG/ disruption

FPGI disruption was accomplished using an
FPG1-KanMX construct that was obtained by
PCR, using as template the vector pUG6 (Giildener
et al., 1996), which incorporates the loxP—
KanMX-loxP disruption cassette, thus conferring
resistance to G418. The primers were FPGfint and
FPGrint. The former bears on its 3’ end 25 bp cor-
responding to the 5’ end of the disruption cassette,
and on its 5" end 42 bp corresponding to nucleotides
1-42 of the AWAI gene. The primer FPGrint has
a 3’ end of 32 bp, corresponding to the 5 end
of the aforemementioned cassette and a 5 end
with 39 bp reflecting the nucleotides 5104-5142 of

Copyright © 201 | John Wiley & Sons, Ltd.
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the AWAI gene. The new disruption cassette was
named FPG1-KanMX.

Construction of disruption plasmid pDHO

Plasmid pDHO was designed to direct the loxp—
KanMX-loxP cassette integration into the HO
gene by homologous recombination. Two fragments
of the HO gene were obtained by PCR from
genomic DNA. Primers HO1f and HOIr yielded an
80 bp fragment (HO1) corresponding to nucleotides
16-96 of the HO gene, flanked by PstI (5)
and Sall (3') restriction sites, which were pro-
vided by the primers. Primers HO2f and HO2r
amplified a 137 bp fragment (HO2) correspond-
ing to nucleotides 1572—-1654 of the HO gene,
flanked by BamHI and EcoRV (5') and EcoRI
(3') restriction sites. The G418 resistance cassette
loxp—KanMX—loxP was PCR amplified from plas-
mid pUG6, using the loxP1 and loxP2 primers,
which provided BamHI and Sall, and BamHI
and EcoRV, respectively. The HOl and HO2
fragments were digested with PstI and EcoRI
respectively, and inserted into the appropriate sites
of pUCI19, thus generating the pHO12 plasmid,
which was digested with BamHI and EcoRV.
The loxp—KanMX-loxP disruption cassette was
also digested with the same enzymes, and ligated
between HO1 and HO?2, thus generating the plas-
mid pDHO.

Yeast transformation

Yeast transformations were performed with lithium
acetate (Gietz and Schiestl, 2007), using either 2 pg
plasmid DNA or 3-5 ug PCR product. Selection
was in YPD supplemented with the appropriate
antibiotic or in SD media lacking the corresponding
amino acid.

Resistance marker elimination

This was done with vector YEp351-Cre—Cyh
(Delneri et al., 2000), which contains a galactose-
inducible cre—loxP system.

Detection of the integration and elimination
of disruption cassettes

Cassette integration and elimination was detected
by PCR using different primer combinations. In
the case of the FPGI gene, the primer pair
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awall/awal2, awal 1/loxP2 and awal2/loxP1 were
employed. For the HO gene the combinations were
HO1{/HO2r, HO1{/10xP2 and HO2r/loxP1. In both
cases the loxP1 and loxP2 primers were also used.

Southern blot

Chromosomes of strain 145A211 were separated
by pulsed-field electrophoresis in a CHEF-DRII
apparatus (Bio-Rad), using strain YNN295 (Bio-
Rad) as the chromosome marker. Electrophoresis
was performed at 14 °C and 200 V for 15 h, with
a change of time every 60 s, and then 8 h with
time changing every 90 s. Chromosomes were
labelled by Southern blot, using a commercial
DIG High Prime DNA labelling and detection
starter kit II (Roche), as recommended by the
manufacturer. The probe was the FPGI gene
fragment encompassed between nucleotides 1388
and 2313, which was labelled with digoxigenin.

Chromosome loss mitotic mapping

Chromosome loss was induced by methyl-benzi-
midazol-2-il-carbamate (MBC) following Wood’s
(1982) procedure.

Meiotic mapping

Meiotic FPGI mapping as well linkage to the
cyh and leul markers was performed according
to Sherman and Wakem (1991). Genetic distances
were established in centimorgans (cM), as indicated
by the Perkins formula (Perkins, 1949; Ma and
Mortimer, 1983).

Isolation of yeast cell walls and mannoprotein
extraction

Cells were grown in YPD medium or in tunicamy-
cin-supplemented YPD medium for 48 h. After
centrifugation at 3000 x g for 5 min, cells were
disrupted in a Braun MSK homogenizer and cell
walls obtained by an additional centrifugation as
before. The mannoprotein extraction from cell
walls was carried out using SDS and 400 pg/ml
Iyticase (Schreuder et al., 1993). Proteins were
resolved by electrophoresis in a 7.5% SDS—PAGE
gel (Laemmli, 1970).

Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.
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Analysis of DNA and protein sequences

Sequence analysis of DNA was performed using
the Vector NTL.9 program (Invitrogen) and BLAST,
and the tools provided by de Expasy proteomic
server were used for the analysis of protein
sequence data.

Results

Identification of foaming strains

The oenological strain S. cerevisiae 145 was sub-
jected to three consecutive meiosis and 36 derived
homothallic strain spores were selected and tested
for their foaming ability. Strain 145A211 exhib-
ited the highest activity as foam former as well
as the greater foam stability. The presence of cells
in the foam was observed with this strain, a typi-
cal property of these strains due to the presence of
hydrophobic proteins from the cell wall that favour
cell adherence to the gas bubbles (Chiavari et al.,
2000).

Identification and analysis of FPG/ gene

In order to clone the gene responsible for foam-
ing in a S. cerevisiae oenological strain, primers
were designed according to the published sequence
of the AWAI gene (AB071164) of the sake
S. cerevisiae K7 strain (Shimoi et al., 2002). PCR
of genomic DNA from S. cerevisiae 145A211 with
primers awall and awal2 yielded a single ampli-
fied fragment, which was cloned into the PCR®
Bluntll TOPO® vector, and a sequence of 2313
bp containing a complete ORF was obtained. The
gene was named foam-promoting gene (FPGI ) and
its sequence deposited into the GenBank database
(Accession No. EU414 028.1). Homology searches
showed that FPGI/ had homology with other
S. cerevisiae genes coding for cell wall proteins
and, as expected, with AWAI and HPFI, but FPGI1
is not identical to any of them (Figure 1). Despite
the homology with these genes, differences in size
were observed, since AWA/ is 5142 bp and HPFI
2904 bp. Also, the highest homologous regions
between all the three genes, which corresponded
to the initial and terminal regions, may be the con-
served ones, since homology between AWAI and
HPF1 was found as well. Thus, all these data
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Figure |. FPG| gene homology analysis with AWA| gene (A) and with HPFI gene (B)

suggest that the FPGI gene is exclusive of this
oenological strain.

A protein of 770 amino acids with molecular
mass of 72112 Da was inferred from the DNA
sequence. The FPGI protein product had typ-
ical properties and motifs of a yeast cell wall
mannoprotein precursor (Figure 2). Both the amino
and carboxyl ends are hydrophobic, with a sig-
nal peptide (residues 1-24) and a putative GPI
anchor (residue 749). Residues 29-480 define a
serine-rich region (serine accounts for 35.5% of
the amino acids) and residues 470-716 delimit
a threonine-rich region (threonine accounts for
18.2% of the amino acids). Accordingly, there
are numerous O-glycosylated sites as well as two
N-glycosylated sites (residues 28—35). Once the
precursor is postranslationally processed, the final
Fpglp protein has a molecular mass of 67 812 and
726 amino acids.

Copyright © 201 | John Wiley & Sons, Ltd.

The study of protein homology with the precursor
Fpglp revealed high homology with S. cerevisiae
cell wall proteins in the region defined by residues
1-113 (amino end) and in the carboxyl end in the
region of residues 463—770. The region comprised
between amino acids 113 and 463 did not show
any homology with other reported proteins. Pro-
tein Fpglp showed homology with Hpflp, which
is involved in wine clarification, and also to differ-
ent cell wall proteins with homology to Hpfl, most
of them corresponding to wine S. cerevisiae strains
(Figure 3). Fpglp has homology with Awalp that,
as indicated before, is involved in foam formation
in sake. Awalp, in turn, is homologous to Hpflp
and in a small region to YJR151c; however, no
homology between Fpglp and YJR151c was found
(Shimoi et al. 2002). Although all these proteins
are highly O-glycosylated, both Fpglp and Awalp
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Figure 2. Fpglp analysis. (A) Fpglp protein sequence. Letters in bold regular font indicate the signal peptide; the
underlined letter in bold italic font indicates the putative position of the GPI anchor; the serine-rich region is indicated as a
point-underlined region; the threonine-rich region is indicated as letters in bold italic font; and the two N-glycosylation sites
are shown as shaded letters. (B) Hydropathy plot performed by the method of Kyte and Doolittle (1982). (C) SDS—PAGE
of cell wall proteins: lane M, protein marker; lane a, strain DHA2-16; lane b, strain 145A21 1. The putative Fpglp is indicated
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are, by far, more heavily modified than the rest
(Figure 4).

Chromosomal FPG/ gene location

A probe of 1 kbp was prepared from the FPGI
gene. Gene location was performed by South-
ern blot hybridization on chromosomes sepa-
rated by pulsed-field electrophoresis. As shown

Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.

in Figure 5, a strong signal corresponding to
chromosomes VII/XV and a weaker one corre-
sponding to chromosome X were detected. Because
the FPGI homologous genes, HPFI and AWAI,
had been previously mapped to chromosome XV,
and because Thornton 1978 had meiotically located
FROI and FRO2 in chromosome VII, it was
thought that one of these two chromosomes could
be the locus for the FPGI gene. As the Southern
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Figure 3. Fpglp protein homology analysis. (A) Homology between proteins Fpglp, Hpflp and Awalp. (B) Homology
between Fpglp (first line) and cell wall proteins from wine strains of S. cerevisiae

blot yielded ambiguous results, mitotic and meiotic
mapping were carried out. Firstly, the homothal-
lic diploid 145A211 had to be converted into a
haploid strain by removing the HO gene, respon-
sible for the homothallism. This was accomplished
by transformation with the disrupting cassette
ho::KanMX released from the pDHO vector by
enzyme digestion, which replaced the HO gene in
the host DNA by homologous recombination. The
G418-resistant transformants were heterozygous
diploids HO/ho::KanMX, indicating that only one
HO gene copy was disrupted. These transformants
were sporulated to obtain the HO-disrupted hap-
loids, and after meiosis the G418-resistant spores
were picked. When their inability to sporulate was
ascertained, the new haploids were characterized
for sex by mating with the appropriate S. cere-
visiae genetic strains: CSH84L(«) and CSH89L(a).
As the strains derived from 145A211 did not show
auxotrophies, the diploids were checked for their
ability to originate zygotes and to sporulate. The
strain selected for FPGI mapping was transformed
with the YEp351-Cre—Cyh vector, thus eliminat-
ing the disrupting cassette and obtaining a strain
named SC22 with the HO gene deleted. The dele-
tion of HO gene and the integration of ho::KanMX
cassette were checked by PCR.

In order to proceed with the mapping without
the necessity of evaluating the foaming ability

Copyright © 201 | John Wiley & Sons, Ltd.

of all the meiotic products, the FPGI gene was
labelled with resistance to G418. This was accom-
plished by transformation of the SC22 strain with
the FPG1-KanMX disruption cassette that was
integrated by homologous recombination into the
FPGI locus, thus originating a G418-resistant,
which was termed SCH2. One approach to estab-
lish the chromosomal locus for FPGI was to
induce chromosome loss by treatment with MBC.
To do this, a diploid was first obtained by crossing
SCH2 with CSH84L (containing a cyh2 marker
in chromosome VII and an ade2 in chromo-
some XV, among others). The diploid was sub-
jected to treatment with MBC and finally diploids
resistant to cycloheximide and sensitive to G418
were obtained. This approach allowed us to assign
FPGI to chromosome VII. Starting from diploids
SCH2/CSH84L, meiotic mapping of FPGI was
achieved by analysing 40 complete tetrads. At the
same time strain SCH2 was crossed with the strain
CSHS8S8L, which contains leul marker at the cen-
tromere of the chromosome VII. The application of
the Perkins formula gave that FPGI was located
on the left arm of chromosome VII at 55 cM from
the cyh2 marker (Table 4). No linkage was shown
with the leul marker, thus indicating that FPG! is
located towards the telomere of the left chromo-
some at position -119 cM from the centromere.
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Figure 4. O-Glycosylation pattern comparison of (A) Fpglp, (B) Hpflp and (C) Awalp (NetOglyc 3.1)
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Figure 5. FPG| chromosomal location by Southern blot.
Lane M, chromosome marker strain YNN295; lane a,
ethidium bromide stained chromosomes in agarose gel;
lane b, probe chromosome hybridization

Table 4. Meiotic mapping of the FPGI gene

Ascus number

Gene marker PD NPD T CM
KanMX-cyh2 Il 3 26 55
KanMX-leu 2 10 24

PD, parental ditype; NPD, non-parental ditype; T, tetratype; cM,
centimorgans.

The mapping in the haploid strain confirms the
location of the FPGI gene in chromosome VII,
which was one of the possibilities identified by
Southern blot.

FPG| deletion effect in cell wall

The cellular location of Fpglp was inferred from
a strain in which FPGI gene had been deleted.
The diploid strain 145A211 was transformed
with the FPG1-KanMX disruption cassette so
that the cassette became integrated in one of

Copyright © 201 | John Wiley & Sons, Ltd.
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the chromosome VII pair. The G418-resistant
transformants were heterozygous FPGI1/fpgl::
KanMX. Homozygous strains for the interrupted
gene were obtained by subjecting these trans-
formants to sporulation, and selecting the G418-
resistant spores; when they entered mitosis and
because they were homothallic, they originated
diploid cultures homozygous for the disrupted
FPGI1 gene. One of these diploids (named DHA6C)
was picked and transformed with the Yep351-
Cre—Cyh vector to eliminate the loxp—KanMX-
loxP cassette, which yielded the diploid fpgl-
deleted strain, with no resistance, which was named
DHA2-16.

The previously predicted structure for protein
Fpglp, as well as its homology with yeast cell
wall proteins, suggested that it would be located
at the cell wall and, as reported several times for
this type of proteins, probably linked through 1,6-
B-p-glucan (Klis et al., 2006; Lesage and Bussey,
2006). In order to further explore this possi-
bility, a lyticase sensitivity test was performed
(Figure 6) with strains 145A211 and DHAZ2-16.
Results showed that the DHA2-16 strain lacking
protein Fpglp was far less sensitive (about 50%)
to lyticase. Because after 48 h of growth the cell
wall increased in thickness in both strains and the
sensitivity to lyticase was reduced, it was thought
that other polysaccharides, such as chitin, were pos-
sibly replacing the Fpglp protein, thereby making
the strain more resistant to lyticase. Indeed, results
from pilot experiments showed that the deleted
DHAZ2-16 strain showed a higher response to cal-
cofluor white than the FPG1-harbouring 145A211
strain (Figure 6), suggesting the presence of differ-
ent amounts of calcofluor white-reacting polysac-
charides in the two strains.

The higher response to calcofluor, together with
the decrease in sensitivity to lyticase in strain
DHAZ2-16, indicates that the Fpglp is probably
replaced by chitin.

Extraction of protein Fpglp

Strains 145A211 and DHA2-16 were grown in
the presence or absence of tunicamycin, which
blocks the synthesis of N-linked glycans. Pro-
teins were extracted with either SDS or lyti-
case. When SDS-extraction was done, no differ-
ences were observed in the SDS—PAGE patterns
in both strains and no influence was observed
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Figure 6. Lyticase sensitivity assay after overnight growth (A) and 48 h growth (B). (C) Calcofluor white-stained cells from

strains 145A211 (a) and DHA2-16 (b)

with the antibiotic. When lyticase extraction was
performed, again no differences were observed
between the strains in the absence of tunycam-
icin. However, in the presence of the antibi-
otic, a band (about 70 kDa) was detectable in
strain 145A211, but was missing in the DHA2-16
strain (Figure 2). The molecular mass is consis-
tent with that expected for an under-glycosylated
protein after going through postranslational modi-
fications.

Involvement of Fpglp in the foaming phenotype

In order to establish the involvement of Fpglp in
yeast frothing, several micro-fermentation experi-
ments were conducted with strains 145A211 and
DHA2-16 (Figure 7A). It was observed that after
24 h of fermentation, the amount of foam was
higher in strain 145A211 and after 48 h the foam
had collapsed in fermentations carried out with
strain DHA2-16, suggesting that the Fpglp protein
is indeed involved in foam formation and stabiliza-
tion. The involvement of this protein was further
investigated by inserting the FPGI gene into strain
MI2B, a foamless S. cerevisiae strain (Figure 7B).
The gene was cloned into pYES2 and transformed
into MI2B. Expression of the gene was accom-
plished by induction with galactose for 48 h. After
this time had elapsed, the cells were recovered

Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.

and used in micro-fermentation analysis. Although
must glucose represses the GAL promoter, the
rationale was that the Fpgl protein produced in
the presence of galactose, should be enough to
see differences in foam formation between the
strain expressing the FPGI gene and the control
MI2B strain. As shown in Figure 7C, the amount
of foam was higher in the strain transformed with
pYES2-FPG1, suggesting again the involvement
of the FPG1p protein in foam formation and sta-
bilization during oenological fermentations. This
complementation assay was also repeated in strain
DHAZ2-16, which was transformed with the vector
pYES2-FPGI. After 48 h of fermentation it was
found that the highest amount of foam was obtained
with the transformed strain, while the foaming lev-
els obtained with the wild-type 145A211 and the
deleted strain DHA2-16 were the same as in pre-
vious assays (Figure 7).

Discussion

Foam formation in sparkling wines has been anal-
ysed in numerous studies and the involvement of
yeast cell wall mannoproteins in the process has
been demonstrated (Andrés-Lacueva et al., 1996,
1996; Moreno-Arribas et al., 2000; Nuiflez et al.,
2006). However, up to now only one protein,
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Figure 7. Foam assays production in fermentation.
(A) Foam production with 145A211 and DHA 2-16 strains
after 24 h (a) and 48 h (b) of fermentation. (B) Effect of FPG/
over-expression in MI-2B pYES-FPGI after fermentations of
24 h (a) and 48 h (b). (C) Foaming phenotype recovery in
DHA2-16 pYES2-FPGI (high foam level is shown by an
arrow)
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Awalp, has been described in sake S. cerevisiae
strains (Shimoi et al., 2002). In this study, from
an oenological S. cerevisiae strain and using as the
template a sequence from the AWA/ gene, it has
been possible to isolate a new gene, FPGI, which
codes for a cell wall derived protein involved in
foam formation.

Initial data involving yeast genes in the froth-
ing phenotype in either oenological or sake strains,
suggested that chromosome VII was the most prob-
able locus for these genes. The FROI and FRO2
genes described by Thornton (1978) in oenolog-
ical strains were probably homologous to other
genes reported for sake strains. The gene reported
here also maps in chromosome VII, although in
its left arm, whilst Thornton’s mapped in the right
arm. As the FPGI gene has not been reported
previously, it is likely that it could be a gene
characteristic of strain 145A211, an oenological S.
cerevisiae strain, and that it may had arisen as a
consequence of the genetic instability known to
happen in wild-type strains and absent in ‘genetic’
strains. Such instability comes from adaptation of
these strains to the fermentation process and often
from gene duplications, polyploidy, chromosome
rearrangements and interspecific hybridizations and
introgressions (Barrio et al., 2006; Novo et al.,
2009).

FPGI exhibits homology with AWAI and HPF I,
both in chromosome XV, so their relatedness
would imply chromosome translocation and dele-
tion, because its size is significantly different
(Borneman et al., 2008).

Structural analyses of the Fpglp protein showed
that it has characteristics typical of yeast cell wall
mannoproteins, such as containing a signal peptide
and a putative anchor site to GPI, and being highly
glycosylated and all these characteristics are typical
for yeast cell wall mannoproteins (Klis et al., 2006;
Lesage et al., 2006). Proteins docked through GPI
are normally linked to the cell wall g-glucan, so
they are amenable to extraction with glucanases.
In this particular case it was found that when
strains 145A211 and DHA2-16 were treated with
Iyticase, they behaved differently, the second being
the more resistant. Previous findings revealed that
when a protein was eliminated from the cell wall,
the cells became more sensitive to glucanase, but
others showed that some proteins, such as Gaslp,
Tos1lp or Scw4p, originate phenotypes similar to
that caused by deletion of the FPGI gene, thus
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rendering the strains more resistant to lyticase
(Yin et al., 2005; Shimoi et al., 1998; Kotaka
et al., 2010). This may probably be due to the
synthesis of new cell wall components, instead of
the deleted protein, and in fact the cell walls studied
here increased in thickness and their response to
calcofluor white was also different.

The extraction of Fpglp could be accomplished
only with lyticase and was unsuccessful with SDS,
suggesting again its strong binding to cell wall
B-glucans. Moreover, the protein is strongly gly-
cosylated and can be visualized in gels if it is
synthesized in the presence of tunicamycin, which
induces an underglycosylated form of smaller size.
Fpglp is homologous to Hpflp and Awalp, both
typical cell wall mannoproteins, although only the
latter is involved in yeast foaming, whereas the
former eliminates wine turbidity. Other cell wall
mannoproteins resembling Fpglp are of unknown
function (Shimoi et al., 2002; Brown et al., 2007).
Both the N-terminal and C-terminal regions of
Fpglp are homologous to known cell wall manno-
proteins, but the internal serine-rich region, which
is unique and highly O-glycosylated, is proba-
bly responsible for the foaming phenotype. Awalp
(with homology to YJRI151c) also has a serine-
rich region that was established as the domain
responsible for the foaming activity. In terms of
foam stability, the high number of hydroxyl groups,
such as those present in the glycosidic portion
of the protein, would be located in the aqueous
interface between the gas bubbles of the foam,
thus increasing its viscosity and lowering the lig-
uid drainage. At the same time, the carbohydrate
moiety would protect the protein from being dena-
tured by ethanol (Senée et al., 1999; Maujean,
2003).

Micro-fermentation experiments made it possible
to establish a clear relationship between the pres-
ence and expression of the FPGI gene and foam
formation and stabilization, since the foam stability
was lost when the gene was deleted, and the foam-
ing ability recovered after complementation assays
were done. The Fpglp protein must be docked in
the cell wall through the carboxyl end, while the
amino hydrophobic end is exposed to the medium
and the central region rich in serine/threonine
would confer a fibrous structure to the protein
(Jentoft, 1990). All cell wall proteins belonging
to the GPI-CWP (glycerol phosphatidyl inositol
cell wall protein) group exhibit a similar pattern
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and may be further subdivided into two subgroups:
a low molecular weight group that play structural
roles (Cwpl, Cwp2, Sedlp, Tiplp, Tirlp), and a
high molecular weight group (including Fpglp)
that interact with the environment or with other
cells (Awalp, Flol) (Watari et al., 1994; Van der
Vaart et al., 1995; Shimoi et al., 1998; Shimoi
et al., 2002; De Groot et al., 2005; Yin et al.,
2005). Proteins involved in foam formation, such as
Fpglp, must contain a hydrophobic region favour-
ing cell adhesion to the CO, bubbles and accord-
ingly increasing the flotation index, as occurred
in 145A211; they must also contain a hydrophilic
region (mostly composed by mannoses) exposed to
the aqueous surface and thus increasing viscosity
(Chiavari et al., 2000).

In the present study, the FPGI gene, involved
in foam formation, has been identified for the first
time in an oenological S. cerevisiae strain. The
knowledge and proper manipulation of this gene
could help to eliminate unwanted foam during the
fermentation process or to increase its stability and
hence the quality of sparkling wines or beers.
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