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RESUMEN

Las levaduras del género Saccharomyces se encuentran entre los primeros
microorganismos que fueron explotados por el hombre. Su capacidad para transformar
diferentes azucares en etanol y COz, ha sido utilizada en la produccion de bebidas
alcohdlicas y en la elaboracion de alimentos como el pan, constituyendo asi uno de los
primeros ejemplos de la aplicacion biotecnologica de un microorganismo. En los
ultimos afios la levadura se ha revelado como el microorganismo eucariotico mas (util

para estudios bioldgicos y para los nuevos desarrollos en el campo de la Biotecnologia.

Las razones que justifican el uso continuado en la produccion de bebidas alcohdlicas y
en la elaboracién de alimentos de cepas industriales de S. cerevisiae son su capacidad
para transformar eficazmente azlcares en etanol, dioxido de carbono y numerosos
metabolitos secundarios que dan lugar al sabor y aroma caracteristico de cada producto
y su capacidad para soportar el estrés causado principalmente por la temperatura, la
presion osmatica, la presion hidrostatica, alta densidad celular, el etanol y la
competicion con bacterias y otras levaduras silvestres. No obstante, se puede mejorar su
tolerancia al estrés consiguiendo asi beneficios potenciales en los procesos de
produccién de alimentos y bebidas alcoholicas. La fermentacion a bajas temperaturas
resulta clave en los procesos de elaboracion de determinadas bebidas alcoholicas con
caracteristicas organolépticas que se ajusten a los perfiles de calidad sensorial y de

preferencia del consumidor.

La respuesta celular que se desencadena tras someter las células a bajas temperaturas no
estd bien caracterizada, pues aungue se sabe que tiene como consecuencia la sintesis de
una serie de proteinas, éstas no estan conservadas en un rango tan amplio de organismos
como las sintetizadas como respuesta al choque térmico por calor (HSPs, por sus siglas

en inglés Heat Shock Protein).

El objetivo de la presente Tesis es la identificacion y caracterizaciéon de aquellos genes
que por un aumento de su expresion, confieran una mayor capacidad de crecimiento a
temperaturas bajas en cepas de S. cerevisiae. Asi, demostramos que los efectos del frio
se ven atenuados mediante la prototrofia a triptéfano. En cepas auxotrofas para
triptofano los efectos del frio se mitigan mediante la adicion de un exceso de triptéfano
en el medio o mediante la sobreexpresion del gen TRP1 (codifica la fosforibosil



antranilato isomerasa que cataliza el 3* paso en la biosintesis de triptfano) o de
aquellos genes que codifican transportadores de triptofano Tat2p y Tatlp. La
sobreexpresion de los genes NSG2 (codifica la proteina implicada en la regulacién de la
biosintesis de esteroles que estabiliza a una de las dos isoenzimas HMG-CoA), PCK1
(codifica la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, enzima clave en la gluconeogénesis) o
PRO2 (codifica la gamma-glutamil-fosfato reductasa que cataliza el 2° paso en la
biosintesis de prolina) provoca una mejoria en el crecimiento a 10° C tanto en cepas
auxatrofas para triptofano como en cepas protétrofas lo que se traduce en una cinética

de crecimiento con menor tiempo de latencia y menor tiempo de generacion.

La sobreexpresion en una cepa TRP* (RS-452) de genes relacionados con el transporte
de fosfato (PHO84, PHO87, PHO90 y GTR1) asi como la adicién al medio de fosfato
inorgénico para lograr una elevada concentracion del mismo mejora considerablemente

su crecimiento.

Mas recientemente hemos centrado nuestro trabajo en establecer los efectos de las bajas
temperaturas sobre el transporte de triptéfano a través de la membrana plasmatica. A
bajas temperaturas el transporte de triptéfano se halla seriamente comprometido tanto
en la cepa de laboratorio W303 como en las cepas industriales estudiadas. Al
sobreexpresar de forma individual los genes TAT2 y TAT1 se obtiene un notable
aumento en el transporte de triptéfano a 10° C, el cual se correlaciona con un
considerable incremento en el crecimiento a dicha temperatura. Asi el transporte de
triptofano es un punto clave en la fisiologia de la levadura, convirtiéndose en factor

limitante del crecimiento bajo una gran variedad de condiciones estresantes.



RESUM

Els llevats del genere Saccharomyces es troben entre els primers microorganismes que
van ser explotats per I'home. La seua capacitat per a transformar diferents sucres en
etanol i COz2, ha sigut utilitzada en la produccié de begudes alcoholiques i en
I'elaboracié d'aliments com el pa, constituint aixi un dels primers exemples de
I'aplicacio biotecnologica d'un microorganisme. En els Gltims anys el llevat s'ha revelat
com el microorganisme eucariotic més Util per a estudis biologics i per als nous

desenvolupamentsen el camp de la Biotecnologia.

Les raons que justifiquen I'Gs continuat en la produccié de begudes alcoholiques i en
I'elaboraci6 d'aliments de soques industrials de S. cerevisiae son la seua capacitat per a
transformar eficagment sucres en etanol, dioxid de carboni i nombrosos metabolits
secundaris que donen lloc al sabor i I’aroma caracteristica de cada producte i la seua
capacitat per a suportar l'estrés causat principalment per la temperatura, la pressio
osmotica, la pressio hidrostatica, I’alta densitat cel-lular, I'etanol i la competicio amb
bacteries i altres llevats silvestres. No obstant aix0, es pot millorar la seua tolerancia a
I'estrés aconseguint aixi beneficis potencials en els processos de produccié d'aliments i
begudes alcoholiques. La fermentacié a baixes temperatures resulta clau en els
processos d'elaboracio de determinades begudes alcoholiques amb caracteristiques
organoleptiques que s'ajusten als perfils de qualitat sensorial i de preferéncia del

consumidor.

La resposta cel-lular que es desencadena després de sotmetre les cel-lules a baixes
temperatures no s'esta ben caracteritzada, encara que se sap gque té com a conseqliencia
la sintesi d'una serie de proteines, estes no estan conservades en un rang tan ampli
d'organismes com les sintetitzades com a resposta al xoc térmic per calor (HSPs, per les

seues sigles en anglés Heat Shock Protein).

L'objectiu de la present Tesi és la identificacio i caracteritzacié d'aquells gens que per
un augment de la seua expressid, conferisquen una major capacitat de creixement a
temperatures baixes en soques de S. cerevisiae. Aixi, demostrem que els efectes del fred
es veuen atenuats per mitja de la prototrofia a triptofan. En soques auxotrofes per a
triptofan els efectes del fred es mitiguen per mitja de I'addicio d'un excés de triptofan en
el medi o per mitja de la sobreexpressié del gen TRP1 (codifica la fosforibosil



antranilato isomerasa que catalitza el tercer pas en la biosintesi de triptofan) o d'aquells
gens que codifiquen transportadors de triptofan Tat2p i Tatlp. La sobreexpressié dels
gens NSG2 (codifica la proteina implicada en la regulacio6 de la biosintesi d'esterols que
estabilitza a una de les dos isoenzimes HMG-CoA), PCK1l (codifica la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, enzim clau en la gluconeogénesi) o PRO2 (codifica
la gamma-glutamil-fosfato reductasa que catalitza el segon pas en la biosintesi de
prolina) provoca una millora en el creixement a 10° C tant en soques auxotrofes per a
triptofan com en soques prototrofes el que es tradueix en una cinetica de creixement

amb menor temps de laténcia i menor temps de generacio.

La sobreexpressié en un soca TRP* (RS-452) de gens relacionats amb el transport de
fosfat (PHO84, PHO87, PHO90 i GTR1) aixi com l'addicié al medi de fosfat inorganic
per a aconseguir una elevada concentracio del mateix millora considerablement el seu

creixement.

Meés recentment hem centrat el nostre treball a establir els efectes de les baixes
temperatures sobre el transport de triptofan a través de la membrana plasmatica. A
baixes temperatures el transport de triptofan es troba seriosament compromés tant en la
soca de laboratori W303 com en les soques industrials estudiats. Al sobreexpressar de
forma individual els gens TAT2 i TAT1 s'obté un notable augment en el transport de
triptofan a 10° C, el qual es correlaciona amb un considerable increment en el
creixement a la temperatura mencionada. Aixi el transport de triptofan és un punt clau
en la fisiologia del llevat, convertint-se en factor limitant del creixement sota una gran

varietat de condicions estressants.



SUMMARY

Yeasts of Saccharomyces genus have long been associated with human beings. Their
ability to convert different sugars into ethanol and CO:2 has been used for making
alcoholic beverages and food such as bread, setting the first example of a
biotechnological application of a microorganism. In recent years, yeast has played an
important role as the most useful eukaryotic microorganism for biological analyses as

well as for new developments in the field of Biotechnology.

The continued use for making alcoholic beverages and food of industrial strains of
S.cerevisiae is justified by their ability to efficiently convert sugars into ethanol, carbon
dioxide and many secondary metabolites that leads to balanced flavour and aroma in the
final product and their ability to cope with stress caused mainly by temperature, osmotic
pressure, hidrostatic pressure, high cellular density, ethanol and sharing with bacteria
and other wild yeasts. However, we can improve stress tolerance achieving potential
benefits in food and alcoholic beverages manufacturing processes. Fermentation at low
temperature is proved to be a key factor in alcoholic beverages production with
organoleptic characteristics that fit with sensory quality and consumer’s preference
profiles.

Cellular response to downshift in temperature is not well characterized, and although is
followed by the synthesis of a group of cold-inducible proteins, they are neither
conserved nor shared by such a wide range of organisms as the heat shock proteins
(HSPs).

The objective of the present Thesis is the identication and characterization of those
genes that though overexpression confer to S.cerevisiae strains a competitive
adavantage to grow at low temperatures. Thus, we demonstrate that tryptophan
prototrophy attenuates cold effects. In tryptophan auxotrophic strains, cold effects are
mitigated with the addition of excess of tryptophan or with the overexpression of TRP1
(encodes phosphoribosylanthranilate isomerase that catalyzes the third step in
tryptophan biosynthesis) or those genes that encode tryptophan transporters Tat2p and
Tatlp. The overexpression of NSG2 (encodes a protein involved in regulation of sterol
biosynthesis that stabilizes one of the two HMG-CoA isoenzymes), PCK1 (encodes
phosphoenolpyruvate carboxykinase, key enzyme in gluconeogenesis) or PRO2



(encodes gamma-glutamyl phosphate reductase, catalyzes the second step in proline
biosynthesis) cause an improvement in growth at 10° C in both tryptophan auxotrophic

and tryptophan prototrophic strains, what means shorter lag phase and doubling time.

The overexpression in a prototrophic strain (RS-452) of genes related to phosphate
transport (PHO84, PHO87, PHO90 y GTR1) as well as the addition of inorganic
phosphate, in order to attain a high phosphate concentration, improves its growth

considerably.

Finally, we investigated the effects of low temperatures on tryptophan uptake through
plasmatic membrane. At low temperatures tryptophan uptake is impaired both in
laboratory strain W303 and the studied industrial strains. Individual overexpression of
TAT2 and TAT1 causes a notable increase in tryptophan uptake at 10° C, which is
correlated with an increased growth at that temperature.Taken together, these results
suggest that tryptophan uptake is a key factor in yeast physiology, since under a variety

of stress conditions it becomes a limiting factor for cell growth.
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Sobreexpresién de los genes identificados en el cribado a 10° C
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Expresion relativa de los genes TAT2, TAT1y PHO90 en
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a28°y10°C
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comparado con la misma sobreexpresando TAT2 a 28°y 10°C
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Ensayo de incorporacion de triptéfano de la cepa parental W303
comparado con la misma sobreexpresando YCR015C a 28°y
10°C

Resistencia al frié (8° C) de las cepas industriales CECT 1990,
W34/70 y CECT 1462

Curva de crecimiento a 10° C de las cepas industriales CECT
1990, W34/70 y CECT 1462
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

A Adenina

cAMP Adenosil monofosfato ciclico

ATP Adenosin trifosfato

C Citosina

CECT Coleccion espafiola de cultivos tipo

CSP del inglés “Cold shock protein”

Ct del inglés “Threshold cycle”

DNA Acido desoxirribonucleico

cDNA DNA complementario

ddNTP Dideoxinucleoétido trifosfato

dNTPs Desoxinucleétidos trifosfato

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EGO/GSE del inglés “Exit from rapamycin-induced growth arrest/Gapl sorting in
the endosome”

ERAD del inglés “Endoplasmic reticulum-associated degradation”

EUROSCARF del inglés “European saccharomyces cerevisiae archive for functional
analysis”

FDA del inglés “Food and drug administratrion”

G Guanina

GRAS del inglés “Generally recognised as safe”

v-GK Gamma-glutamil quinasa

v-GPR Gamma-glutamil-fosfato reductasa

GDP Guanosin difosfato

GTP Guanosin trifosfato

HOG del inglés “High osmolarity glycerol”

| Constante de Michaelis

LB Medio de cultivo Luria-Bertani para bacterias

MIPS-CYGD del inglés “Munich information center for protein sequences -
comprenhensive yeast genome database”

NADH Nicotinamida adenina dinucleo6tido (forma reducida)

OD¢oo Densidad optica a 600 nm

OGM Organismo genéticamente modificado

ORF Pauta de lectura abierta ( del inglés“Open reading frame”)

pb Par de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PEG Polietilenglicol

PKA Proteina quinasa dependiente de cAMP

PROPHECY del inglés “Profiling of phenotypic characteristics in yeast”

p/v Peso/volumen

RNA Acido ribonucleico

tRNA RNA transferente

mRNA RNA mensajero

rRNA RNA ribosomal

ROS del inglés “Reactive oxygen species”

r.p.m. Revoluciones por minuto

RUP del inglés “Regulated ubiquitin/proteasome”

SD Medio minimo sintético definido para levaduras
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SDS
SGD
STRE
T
TAE
Taq
TB
TBE
TE
TOR
Tris
TRP
t-SNARE
UFC
UPL
uv
v/v
YCT
YNB
YPD
YPD
YPDT

Dodecil sulfato sédico

del inglés “Saccharomyces genome database”
del inglés ““Stress responsive element”
Timina

Tris-Acetato-EDTA

Thermus aquaticus

Medio “terrific-broth”

Tampon Tris- Borato-EDTA

Tampon Tris-EDTA

del inglés “Target of rapamycin”

Tris (hidroximetil) aminometano

del inglés “Transient receptor potential”
del inglés “Target of SNAP receptors”
Unidades formadoras de colonias

del inglés “Universal probe library”
ultravioleta

Volumen/volumen

Yeast cold tolerance

Yeast nitrogen base

Medio de cultivo “yeast extract peptone dextrose™
Yeast proteome database

Medio “yeast extract peptone dextrose” con triptofano anadido 0,2%

(p/v)
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1 Biotecnologia de la fermentacion

Las levaduras del género Saccharomyces se encuentran entre los primeros
microorganismos que fueron explotados por el hombre. Su habilidad para transformar
diferentes aztcares en etanol y COz2, ha sido utilizada en la produccion de bebidas
alcoholicas y en la elaboracidon de alimentos como el pan, constituyendo asi uno de los

primeros ejemplos de la aplicacion biotecnoldgica de un microorganismo.

1.1 Lafermentacién como un antiguo arte

El arte de fabricar cerveza y vino se ha ido desarrollando a lo largo de 5.000-8.000 afios.
Pero explicar como sucede la fermentacién no fue posible hasta el siglo XIX, lo que no
impidié que se fueran introduciendo sucesivas mejoras en las técnicas de elaboracion.
Existen ilustraciones de la elaboracion de cerveza y restos arqueoldgicos que pertenecen
al apogeo de la civilizacion egipcia y babilonica. Hacia el afio 4.000 a.C. los egipcios ya
utilizaban las levaduras de cerveza para la produccion de dioxido de carbono para el

hinchamiento de la masa panadera (Samuel, 1996).

Figura 1. Estatuilla de una mujer fabricando cerveza (V Dinastia). Se
dejaba germinar la cebada en vasijas de barro y después la

estrujaban, amasaban y remojaban en agua para obtener la bebida.

Durante la civilizacion griega y mas tarde durante la romana, el
dominio del mercado internacional del vino se convirti6 en una

cuestion de importancia no so6lo econdémica. Las bebidas

alcohdlicas resultaban particularmente beneficiosas ya que
mejoraban relativamente la dudosa calidad microbioldgica del agua, en virtud de su bajo
pH y de su contenido alcohodlico, asi como por su valor nutritivo pues, ademas de su
elevado valor calérico y de su riqueza en sustancias nitrogenadas asimilables, al
contener levaduras también proporcionaban vitaminas del grupo B. En la Edad Media,
la elaboracion de cerveza fue considerada un arte o un misterio, cuyos detalles eran
celosamente guardados por los maestros cerveceros y sus gremios. Y ciertamente era un
misterio, porque se desconocian las razones que justificaban las diversas etapas del

proceso de elaboracion, la mayor parte de las cuales, como la fermentacion, habian sido
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descubiertas por casualidad. Hasta la Edad Moderna la produccion doméstica de cerveza
era habitual y sélo se producia en volimenes apreciables en abadias y monasterios.

1.2 Levaduray ciencia

El siglo de oro de la cerveza comienza a finales del s. XVIII con la incorporacion a la
industria cervecera de la maquina de vapor y las nuevas formas de produccion en frio y
culmina en el ultimo tercio del s. XIX con los hallazgos de Pasteur publicados en el afio
1857 relativos a los procesos de fermentacion que demuestran que es el metabolismo de
la levadura el responsable de la desaparicion de los azucares de los medios de cultivo y
la produccién de etanol y didxido de carbono, fendémenos que caracterizan a los
procesos de fermentacion en los que participa (Boulton y Quain, 2001). El primer
cultivo puro de levadura cervecera fue obtenido por Emil Christian Hansen de la
cerveceria Carlsberg (Dinamarca) en 1881. Poco después, en 1890, Hermann Miiller-
Thurgau (Alemania) introdujo la idea de realizar un indculo inicial de cultivos puros de
levadura en las fermentaciones enoldgicas, practica que se extendio rapidamente por las

bodegas de la época (Dequin, 2001).

Nuestro conocimiento y comprension acerca de las levaduras del género Saccharomyces
ha aumentado de forma espectacular durante los ltimos 150 afios tal y como se ve
reflejado en la figura 2. En los ultimos afios, la levadura ha desempefiado un papel
fundamental como organismo modelo en bioquimica, genética y biologia molecular. La
transformacion genética de levadura se consiguié en 1978 (Hinnen ef al., 1978; Beggs
1978). Desde entonces, la levadura se ha revelado como el mas util microorganismo
eucaridtico, tanto en su uso como modelo para estudios bioldgicos, como en su papel de
biofactoria en los nuevos desarrollos en el campo de la Biotecnologia. En 1996, se
publico la secuencia completa del genoma de S. cerevisiae (Goffeau et al., 1996;
Goffeau, 2000) y en la actualidad hay muchas bases de datos accesibles tales como
Saccharomyces Genome Database (SGD), Munich Information Center for Protein
Sequences - Comprenhensive Yeast Genome Database (MIPS-CYGD), Yeast Proteome
Database (YPD), European Saccharomyces Cerevisiae Archive for Functional analysis
(EUROSCARF), Profiling of Phenotypic Characteristics in Yeast (PROPHECY), etc.,
que contienen una enorme cantidad de informaciéon acerca de los aproximadamente
6.000 genes de dicha levadura y sobre las funciones de las proteinas a las que codifican,

sus estructuras e interacciones (Cherry et al., 1998; Ball et al., 2001).
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Ultimos afios del s. XX y primeros afios del s. XXI
« Primera levadura vinica modificada genéticamente que es aprobada para su uso comercial en la
realizacion simultanea de las fermentaciones alcohdlica y malolactica (maloalcohdlica) (Volschenk et al.,
2003)

« El genoma de Saccharomyces cerevisiae es el primer genoma de un organismo eucariota en ser
completamente secuenciado (Goffeau et al.,1996)

« Primera levadura cervecera genéticamente modificada que consigue la aprobacion por su uso comercial
en la produccion de cerveza con bajo contenido en carbohidratos (1993)

» Primera levadura de panaderia genéticamente modificada en ser aprobada para su uso comercial
mejorando el aumento de volumen de la masa (1989)

* Primera enzima recombinante aprobada para su uso industrial como coadyuvante tecnoldgico - enzima
quimosina de ternera producida por la levadura Saccharomyces cerevisiae obtenida por ingenieria
genética para la produccion de queso

« Primera vacuna recombinante aprobada para su uso en humanos - vacuna contra la hepatitis B /

producida mediante ingenieria genética en la levadura Saccharomyces cerevisiae (1986)

S.XX
» Mejora de las cepas industriales de levaduras mediante “rare mating”, citoduccion y fusiéon de
protoplastos (en torno a 1970), asi como la primera transformacion de levadura (Hinnen et al.,1978)

» Estudios taxonémicos de levaduras (1930-1960)

» Demostracion de la reproduccion sexual y del caracter sexual (Winge, Laustsen y Lindegren durante las
décadas de 1930 y 1940)

* Produccién de glicerol mediante la adicion de bisulfito sddico al tanque de fermentacién (Neuberg, 1917)

* Aislamiento de células de levadura y utilizacion cultivos puros de levadura para la produccién de cervez
(Hansen, 1883)

Finales del s.XIX
« Utilizacion de cultivos puros de levadura como iniciadores de las fermentaciones vinicas ( Muller-
Thurgau en 1890)
* Produccion de alcohol y CO, a partir de azdicar mediante extractos de levadura (Buchner,1898)
a
« La fermentacion es consecuencia del metabolismo de la levadura (Pasteur, 1857)

« Se asocia la fermentacion alcohdlica a la levadura en gemacion (Cagniard-Latour,1837 y 1838)

)

Finales del s.XVII

» Primera observaciéon microscépica de células de microorganismos y descripcion de la apariencia de las

Principios del s.XIX
 El nombre, Saccharomyces cerevisiae, se acufia para la levadura observada en la malta (Meyen, 1838)
células de levadura (van Leeuwenhoek, 1694) }

Figura 2. Principales hitos cientificos relacionados con Saccharomyces sp.



16

INTRODUCCION

Vax A Lexuw nmnnr..d S $

amen v en omme my dele lame-

I h:i}r:rfni;r de uneg:u:; {telien , heb ik genomen
:?ginbulm wan wﬂgﬁ ende delelve te amen gevocgt
als Fig: 1. ende dic foodanig geleyt en afgereylkent

ide

dat men alle de 6. globulen kan fien, vorders heb 1K

’ de elobulen , ende
defe laatlly _Ee:?umﬂge{:lirv; g::l;‘ gtir_vﬂ:;gmg.g e de.
3 hoewel ik felve de gedaante aan namen van Fig: 2. want ik
“?f,:;ﬂ'? ?; ' beeld my in, dat her gene ik hier mer :lim _r{.nlIl:::.q
Sy 00 8 tulfehen myn handen te brenge om dc glabu=
dogikbotdy | S R e e weinge anhs
dusin, :

ier de globulen gift naar advenant meede m een
gxfktd, gid:' dat alsdan een globule gift volmaake is.
Dog men, moet fig niet in béelden, dat ik de globu-
len gift foo gefepareeit met haar ommetrecken fie
' c}f‘ n leggen als Fig: 2. hier geteykent {taat,

d want veeltyts komen my defelvi

: globulen foodanig te voren als of ¢
- 6. globulen n een blaasje beflooten
| lagen , want als ik de gift in fchoon
- water hadde gedaan om dat het Bier
al te aan een klevende en te _c_hk Was,
~en defelve globulen langs de grond
L 4 liec

Garlt,

il
Figura 3. En una carta (14 de junio de 1680) a Thomas Gales, Antonie van Leeuwenhoek
describe las células de levadura (“gist”) utilizando un modelo de cera de 6 globulos. Esta podria
ser la primera vez en la historia de la biologia que un cientifico utiliza un modelo para ilustrar al
lector. Leeuwenhoek afirma que la levadura estaba compuesta de minusculos organismos
vivientes mas pequefios que los protozoos. En la misma carta de 1680 Leeuwenhoek describe el
proceso de elaboracion de cerveza y la participacion de los globulos de levadura (paginas 7-10)
siendo uno de los experimentos mas notables de todo

su trabajo
(http://www.euronet.nl/users/warnar/leeuwenhoek.html#yeast).

Ademas, no solo es eficiente en la fermentacion sino que presenta una larga trayectoria
en la produccion de alimentos y bebidas con una probada seguridad, lo que le hace ser
considerado como un organismo “GRAS” (por sus siglas en ingles, “Generally

Recognised As Safe) por la FDA (Food and Drug Administration, USA).
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1.3 Innovaciones biotecnoldgicas en los procesos
fermentativos en la produccion de bebidas alcohdlicas y

productos panaderos
Las bebidas alcohdlicas se producen a partir de diversas materias primas, pero
especialmente a partir de cereales, frutas y productos azucarados. Entre ellas hay
bebidas no destiladas, como la cerveza, el vino, la sidra y el sake, y las destiladas, como
el whisky y el ron, que se obtienen a partir de cereales y melazas fermentadas,
respectivamente, en tanto que el brandy se obtiene por destilacién del vino. En el caso

del pan, la levadura produce el gas que esponja la masa panaria y produce la miga.

Desde los tiempos de Pasteur se han producido muchos avances en la industria de las
bebidas alcohdlicas. La pasteurizacion ha permitido que la cerveza haya pasado de una
escala de produccion local a nacional e internacional. Las industrias cerveceras y de
fabricacion de vinos y licores han pasado rapidamente de ser unidades artesanales a
grandes complejos productivos cuyo objetivo es mantener un producto de caracteristicas
uniformes ain cuando las materias primas, el equipamiento y la escala de operacion
estén cambiando continuamente. Para conseguir un producto reproducible, el proceso de
fermentacion se ha normalizado mediante el control de parametros tales como la tasa de
inoculacion, la viabilidad y las condiciones de almacenamientos de las levaduras, las
concentraciones de oxigeno disuelto, los contenidos de nitrégeno soluble y de azucares
fermentables del mosto y la temperatura del proceso. Se han llevado a cabo
innovaciones como el uso de procesos de fermentacidon continuos, la elaboracion de
cerveza a partir de mostos de elevado extracto seco primitivo, el empleo de cereales no
malteados junto con, segun los casos, enzimas microbianos, o la produccion de cervezas
bajas en carbohidratos, obteniéndose diversos niveles de éxito. Pero, curiosamente, al
intentar mejorar procesos industriales protagonizados por la levadura, las soluciones han
ido encaminadas al refinamiento tecnoldgico de equipos y a la optimizacion de los
parametros de produccion. Hasta hace relativamente poco tiempo no se habia propuesto
la modificacion de la levadura para la mejora de tales procesos. Esto se debe al hecho de
que las técnicas clasicas para la mejora genética de las cepas (por ejemplo, mutagénesis,
o cruzamiento y seleccion) son lentos, inespecificos y no siempre aplicables a las cepas
de las levaduras industriales. Sin embargo, las modernas técnicas de la Biologia

Molecular por fin permiten crear nuevas cepas de levadura que desempefien
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oOptimamente su trabajo en las industrias actuales. La principal ventaja con la que cuenta
la ingenieria genética, es que se puede modificar con precisidn una caracteristica en
concreto, sin afectar a otras propiedades que si son deseables. Sin embargo, pese a este
inmenso progreso en el conocimiento de la biologia de la levadura, todavia no ha sido
comercializado ningun alimento ni bebida en el que se hayan utilizado levaduras
recombinantes, aun cuando si que existen ejemplos de levaduras modificadas
genéticamente que han superado todos los requisitos exigidos por las correspondientes

legislaciones y que se encuentran a disposicion de la industria.

1.3.1 Principales dificultades biotecnoldgicas en la mejora genética
de levaduras industriales
Uno de los principales problemas que se debe afrontar es la necesidad de trabajar con
cepas industriales. Aunque las cepas de las levaduras de laboratorio derivan de cepas de
levaduras industriales, entre ellas existen marcadas diferencias que hacen que las
técnicas de genética clasica desarrolladas con las levaduras de laboratorio no puedan ser
aplicadas directamente en el estudio de cepas de levaduras industriales (Hammond,
1995). Las levaduras de laboratorio son normalmente isogénicas, haploides del tipo de
conjugacion sexual “a” o “a”, cuando son diploides presentan capacidad de
esporulacion y contienen multiples mutaciones auxotréficas. Por el contrario, las cepas
de las levaduras industriales son prototroficas, genéticamente diversas, bien pueden ser
diploides, poliploides o aneuploides e incluso aloaneuploides, con poca o ninguna
capacidad para esporular, y las cepas que lo hacen presentan una baja viabilidad de
esporas; ademas, muchas de las cepas son homotalicas y los segregantes meioticos

diploidizan rapidamente.

Los transformantes de las levaduras de laboratorio se seleccionan por complementacion
de alguna de sus auxotrofias. Sin embargo, cuando se trata de transformar levaduras
industriales, los marcadores auxotréficos carecen de utilidad debido a la prototrofia de
estas estirpes. Para estas cepas, se necesita recurrir al uso de marcadores dominantes
que, generalmente, confieran resistencia a determinadas drogas o compuestos quimicos.
Mientras que la trasformacion de cepas de levaduras de laboratorio es un procedimiento
comun, las cepas de levaduras industriales se muestran recalcitrantes a la

transformacion. No obstante, se ha descrito en la bibliografia la obtencion de
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transformantes a partir de cepas industriales por los tres procedimientos mas
habitualmente empleados: formacion de esferoplastos (Spencer ef al., 1993), tratamiento

con sales de litio (Gietz y Woods, 2002) y la biobalistica (Johnston y De Vit, 1996).

Un sistema ideal de modificacion genética para las cepas de levaduras industriales
requiere, entre otras cosas, el uso de un marcador dominante de seleccion y disponer de
metodologias que proporcionen una alta eficiencia de transformacién que permita la

construccion de cepas estables por integracion cromosomica (Puig et al., 1998).

Por razones comerciales, los transformantes deben de mantener las mismas propiedades
utiles de la cepa parental, estar libres de DNA fordaneo que no resulte esencial como, por
ejemplo, genes que confieran resistencia a antibidticos o de fragmentos de DNA
sintetizados para actuar como nexos de union entre diversos fragmentos de DNA, y no
expresar ninguna proteina de fusion que pueda surgir como consecuencia de los eventos

de integracion genomica (Linko ef al., 1997).

1.3.2 Levaduras genéticamente modificadas para la mejora de los
procesos industriales y de la calidad de los productos
Como ya hemos visto la utilizacion de la levadura S. cerevisiae para la elaboracion de
pan y bebidas alcoholicas se remonta a hace mas de 6.000 afios. Las razones que
justifican el uso continuado de cepas industriales de S. cerevisiae son su habilidad para
transformar eficazmente azucares en etanol, dioxido de carbono y numerosos
metabolitos secundarios que dan lugar al sabor y aroma caracteristico de cada producto
y su capacidad para soportar el estrés causado principalmente por la temperatura, la
presion osmotica, la presion hidrostatica, la alta densidad celular, el etanol y la
competicion con bacterias y otras levaduras salvajes. No obstante, se puede mejorar su
tolerancia al estrés consiguiendo asi beneficios potenciales en los procesos de

produccion de alimentos y bebidas alcoholicas.

En 1989 la primera levadura genéticamente modificada obtuvo su aprobacion, por parte
de las autoridades del Reino Unido, para su utilizacién en la produccion de alimentos.
Se trataba de una levadura de panaderia que constitutivamente expresaba los genes

correspondientes a la maltosa permeasa y la maltasa, lo que provoca un aumento de la
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rapidez con que se produce el levantamiento de la masa panadera (Osinga et al., 1988).
En 1993 fue igualmente aprobada una levadura cervecera que expresa el gen de la
glucoamilasa de S. diastaticus, lo que permite la fermentacion parcial de las dextrinas
(Perry y Meaden, 1988). Sin embargo, es interesante resaltar que pese a que si que se
utilizan levaduras genéticamente modificadas para la produccion de enzimas y aditivos
utilizados en la produccion de alimentos (Walker, 1998) y pese a que la levadura es
considerada un organismo “GRAS”, ninguna levadura genéticamente modificada se
utiliza actualmente en la produccion de alimentos. Este hecho puede ser atribuido a dos
factores: la complejidad de las regulaciones en materia de uso de organismos
genéticamente modificados en la producciéon de alimentos y, en mayor grado, a la

percepcion negativa por parte del consumidor de las modificaciones genéticas.

En la Tabla 1 se describe brevemente las principales manipulaciones genéticas que se
han realizado en levaduras en el ambito de la industria alimentaria. En la misma se pone
de manifiesto el potencial de la ingenieria genética en levaduras para desarrollar nuevas
caracteristicas fenotipicas de gran utilidad y valor para la industria alimentaria. En el
presente clima socio-cultural, el uso de estas levaduras para la fabricacion de alimentos
o bebidas es poco probable, pero proporcionan una idea del potencial futuro de los

OGM.



Objetivo

Modificacion

Resultado

Referencia

Aumento de la velocidad de fermentacion

Sobreexpresion de genes que codifican enzimas
clave de la glucolisis

No se aument6 de forma significativa la
velocidad de formacion de etanol

Schaaff et al., 1989

Aumento de la velocidad de fermentacion
de mostos cerveceros de elevado extracto
seco primitivo

Sobreexpresion del gen MALG61, codifica un
transportador de maltosa

Aumento de la velocidad de fermentacion
de mostos cerveceros de elevado extracto
seco primitivo

Kodama et al., 1995

Obtencion de cerveza baja en
carbohidratos, con menor coste econémico

Sobreexpresion de los genes STA2 y STAI de
S.diastaticus que codifica glucoamilasa extracelular
(hidroliza dextrinas)

Aumento contenido alcohédlico 1% (v/v) y
disminucion contenido energético

Vakeria et al., 1996
Sakai et al., 1989

Aumento de la degradacion de dextrinas

Sobreexpresion de enzima amiloglucosidasa de
Schwanniomyces occidentalis

Degradacion de dextrinas con la ventaja de
que es termolabil por lo que es inactivada
durante la pasteurizacion

Lancashire et al., 1989

Degradacion de B-glucanos para evitar la
turbidez en cerveza

Expresion gen EG1 de Trichoderma reesei que
codifica para una (-glucanasa

Reduccidn de viscosidad de cerveza

Pentilld ef al., 1987

Mejora de la estabilidad de la espuma y del
sabor en cerveza

Disrupcién gen PEP4 (para aumentar la establidad
de la espuma) y sobreexpresion GSHI, enzima clave
en la sintesis de glutation (previene oxidacion)

Aumento en el contenido de glutation en
mosto cervecero y disminucion actividad
proteinasa

Wang et al., 2007

Mejora y control de la floculacion

Expresion del gen FLO! bajo control del promotor
de HSP30 (sélo se activa al final de la fermentacion
cuando aumenta etanol y disminuyen carbohidratos)

Fermentacion y floculacion correcta a
escala laboratorio, falta estudio a escala
industrial

Verstrepen et al., 2001

Reduccidn de formacion de diacetilo en la
produccion de bebidas alcoholicas

Sobreexpresion genes ILV3 y ILV5 que codifican
enzimas de la ruta biosintética de valina

Disminucion niveles de diacetilo sin
comprometer la sintesis de valina

Villa et al., 1995

Expresion en S. cerevisiae del gen de la a-
acetolactato decarboxilasa de Acetobacter aceti ssp..
xylinum

Obtencion de cerveza de elevada calidad
con reduccion drastica de los niveles de
diacetilo en experiencias piloto

Yamano et al., 1995

Reduccion de la formacion de diacetilo y
disminucién del contenido caldrico

Disrupcion del gen codifica a-acetohidroxiacido
sintasa , /LV2, mediante integracion del gen que
codifica dextranasa LSDI de Lipomyces starkeyi

Disminucion del contenido de diacetilo 35-
40% y del contenido de azucar 20-25%

Zhang et al., 2008

Obtencion de levadura capaz de producir
mayor cantidad de ésteres de acetato

Sobreexpresion genes ATF1y ATF2 que codifican
alcohol acetiltransferasas

Aumento significativo de ésteres de acetato
en cepas vinicas y cerveceras

Lilly et al., 2000
Verstrepen et al., 2003

Tabla 1. Breve descripcion de las principales manipulaciones genéticas que se han realizado en Saccharomyces cerevisiae en el ambito de la industria

alimentaria



Objetivo

Modificacion

Resultado

Referencia

Obtencioén cerveza y vino con mayor
contenido en glicerol y menor grado
alcoholico

Sobreexpresion genes GPD1,GPD?2 que codifican
isoenzimas glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
Sobreexpresion FPSI que codifica transportador de
membrana

Reduccion etanol 2% (v/v) y aumento entre
1,5 y 4 veces la produccion de glicerol

Remize et al., 1999

Dimsminucion del contenido en acido
acético en vinos

Hidrolisis de las proteinas que participan
en la turbidez del vino

Mejora del comportamiento fermentativo
mediante aumento de la resistencia al
estrés provocado por la vinificacion

Delecion del gen ALDG6 que codifica aldehido
deshidrogenasa de S. cerevisiae y sobreexpresion de
GPD? que codifica glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
de S. cerevisiae

Sobreexpresion del gen PEP4 que codifica una
proteasa vacuolar de S. cerevisiae junto con sefal
de secrecion del factor a

Aumento de la expresion de MSN2, factor de
transcripcion de S. cerevisiae que controla la
expresion de genes importantes para sobrevivir en
condiciones estresantes

Disminucioén del contenido en acido acético
4 veces, mayor contenido de glicerol y
menor grado alcohélico

Insuficiente proteolisis

Mejora en el comportamiento fermentativo
de la cepa recombinante debido a su
incrementada resistencia al estrés

Eglinton et al., 2002

Pretorius, 2000

Cardona et al., 2007

Construccion levadura vinica capaz de
realizar fermentacion malolactica para
disminuir el contenido de malato que
proporciona sabor acido y picado

Coexpresion de los gen mleS (codifica una enzima
malolactica) de Oenococcus oeni'y gen mael
(codifica malato permeasa) de Schizosaccharomyces
pombe

Conversion de hasta 7g de malato/l en 4
dias sin afectar a la fermentacion alcohodlica
Cepa MLO1 ha sido reconocida como
“GRAS” en Estados Unidos

Volschenk, et al., 2003

Husnik et al., 2006

Aumento del contenido de acido en
mostos con déficit

Expresion gen LDH, codifica una lactato
deshidrogenasa, de Lactobacillus casei

Produccion lactato 5 g/l

Dequin ef al.,1999

Disminucion de liberacion sulfuro de
hidrégeno por levadura aumentando
produccion aminodcidos azufrados

Sobreexpresion NHSS,codifica cistationina -B-sintasa

Sobreexpresion MET25; codifica metionina y
cisteina sintasa

Disminucién acumulacion H,S sin afectar a
fermentacion

Tezuka et al., 1992

Omura et al., 1995
Spiropoulos y Bisson,
2000

Aumento del contenido de sulfito en vinos
blancos para su estabilidad y prevencion de
oxidaciéon

Sobreexpresion MET3 y MET14, codifican enzimas
implicadas en biosintesis aminoacidos azufrados
Disminucion nivel expresion MET?2, codifica serina
acetiltransferasa

Aumento produccion sulfito en levadura

Korch et al., 1991

Hansen y Kielland-
Brandt, 1996

Tabla 1. (Continuacion)



Objetivo

Modificacion

Resultado

Referencia

Disminucion de formacion de
etilcarbamato mediante la disminucion de
los niveles de urea

Disrupcién gen CARI , codifica enzima arginasa
(responsable de formacion de urea)

Disminucién de urea y consecuentemente
de etilcarbamato pero crecimiento
defectuoso por no metabolizar arginina

Kitamoto et al., 1991

Expresion operon ureasa de Lactobacillus fermentum

Niveles de expresion de ureasa adecuados,
pero ausencia de actividad presumiblemente
debido a la falta de proteinas esenciales
auxiliares

Visser et al., 1997

Disminucion de formacion de
etilcarbamato mediante la disminucion de
los niveles de urea en vino

Expresion del gen DURI,2 (codifica ATP-urea
amidoliasa, que degrada la urea) bajo el control del
promotor PGKI de S. cerevisiae

Reduccidn de etilcarbamato en 89,1%. La
cepa resultante no se considera OGM y ha
sido reconocida como GRAS en EE.UU

Coulon et al., 2006

Mejora del sabor y aroma del vino al
aumentar su contenido en monoterpenos

Expresion en S. cerevisiae del gen de S-linalool
sintasa de la planta Clarkia breweri

En condiciones de microvinificacion
aumento de linalool excretado por encima
del umbral de percepcion humana

Herrero et al., 2008

Aumento del contenido en resveratrol
(actividad anticancerigena) en vino

Expresion en S. cerevisiae del gen de la resveratrol
sintasa de alamo y del gen de la coenzima-A ligasa
de vid

Produccion de resveratrol por S. cerevisiae

Becker et al., 2003

Expresion en S. cerevisiae del gen de 4-
cumarato:coenzimaA ligasa de Nicotiana tabacum 'y
del gen de la estilbeno sintasa de Vitis vinifera

Beekwilder et al., 2006

Facilitar proceso de filtracion de los vinos

Expresion gen PGUI de S. cerevisiae , codifica
endopoligalacturonasa

Expresion eficiente enzima
endopoligalacturosa. Actividad semejante a
la obtenida al afiadir enzimas pectinoliticas
comerciales con lo que se facilita la
filtracion

Vilanova et al., 2000

Mejora de la capacidad para levantar la
masa panadera

Aumento de la resistencia a congelacion-
descongelacion de la levadura para su uso
en masas congeladas

Aumento de la resistencia a congelacion-
descongelacion de la levadura para su uso
en masas congeladas

Tabla 1. (Continuacién)

Sobreexpresion de maltosa permeasa y maltasa
Sobreexpresion aquaporinas AQY1 y AQY?2
Expresion en S. cerevisiae del péptido GS-5 (péptido

anticongelante) de Myoxocephalus aeneus , pez que
habita en zonas polares

Aumenta hinchamiento de la masa panadera

Al aumentar salida de agua de la célula
durante congelacion se previene dafio
celular provocado por cristales de hielo
Aumento de la resistencia a congelacion y
de la produccién de CO,

Osinga et al., 1988

Tanghe et al., 2002

Panadero et al., 2005



Objetivo

Modificacion

Resultado

Referencia

Aumento de la resistencia a congelacion-
descongelacion de la levadura para su uso
en masas congeladas

Sobreexpresion del gen CRZI (codifica factor de
transcripcion dependiente calcineurina que activa la
transcripcion de genes relacionados con el estrés) en
la cepa industrial HS13

Aumento de la tolerancia a congelacion y
salinidad. Aumento capacidad de
levantamiento en masas dulces

Panadero et al., 2007

Aumento de la resistencia a congelacion-
descongelacion de la levadura para su uso
en masas congeladas

Expresion en S. cerevisiae de FAD2-1'y FAD2-3
(codifican a oleato A12- desaturasa ) de Helianthus
annuus

Aumento de la fluidez de la membrana y
con ello mejora de la tolerancia a la
congelacion

Rodriguez-Vargas et al.,
2007

Produccion de biotecnologica de xilitol
para su uso como edulcorante artificial

Expresion en S. cerevisiae del gen de la xilosa
reductasa (XYLI) de Candida shehatae y Pichia
Stipitis

Conversion de xilosa a xilitol con
rendimientos cercanos al maximo tedrico

Govinden et al., 1999

Produccion de etanol a partir de D-xilosa
en condiciones anaerdbicas

Expresion en S. cerevisiae de enzima NADP-
GAPDH (NADP" -dependiente D-gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa) de Kluyveromyces lactis y
delecion del gen ZWF'1 (codifica a glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa) de S. cerevisiae

Transformacion de una cepa productora
principalmente de xilitol y CO, en una cepa
productora de etanol

Verho et al., 2003

Aumento de la fermentacion de maltotriosa
en cepas industriales de S. cerevisiae

Sobreexpresion del gen AGT! (permeasa para
azucares)

Aumento del consumo de maltotriosa a
escala de laboratorio

Stambuk et al., 2006

Aumento del contenido de sulfito en cepas
de laboratorio de S .cerevisiae

Sobreexpresion de los genes MET14 (codifica
enzima implicada en biosintesis aminoacidos
azufrados) y SSUI (codifica bomba que expulsa
sulfito al exterior)

Aumento 10 veces de produccion sulfito
sin producir interferencias graves con el
metabolismo de aminoacidos azufrados

Donalies y Stahl, 2002

Produccién de bacteriocinas para evitar la
contaminacion bacteriana

Expresion en S. cerevisiae del gen pedA de
Pediococcus acidilactici

Presencia de pediocinas bioldgicamente
activas en el medio de cultivo

Schoeman et al., 1999

Desarrollo de cepas industriales enologicas
con produccion de ésteres optimizada

Sobreexpresion del gen ATF1, que codifica alcohol
acetiltransferasa, en la cepa industrial VIN13

Aumento del contenido de acetato de etilo,
acetato de isoamilo (aroma a platano),
acetato de 2-feniletilo (aroma floral),y
caproato de etilo (aroma a manzana)

Sobreexpresion del gen EHT1,que codifica etanol
hexanoil transferasa, en la cepa industrial VIN13

Aumento marcado del contenido de
caproato de etilo (aroma a manzana)

Sobreexpresion del gen I4H1,que codifica esterasa,
en la cepa industrial VIN13

Disminucion en el contenido de ésteres de
acetato

Lilly et al., 2006

Tabla 1. (Continuacion)
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2 Levadura, estrés y fermentacion a baja temperatura

Como cualquier organismo vivo, S. cerevisiae, presenta unos parametros optimos de
crecimiento en lo que se refiere a requerimientos nutricionales y condiciones
medioambientales. Las cepas de S. cerevisiae empleadas, tanto en la industria como en
el laboratorio de investigacion, crecen mas rapidamente por fermentacion, incluso bajo
condiciones aerdbicas, de monosacaridos o disacaridos como glucosa, sacarosa o
fructosa, aunque la eficacia en la transformacion del substrato en material celular sea
menor que por respiracion. El crecimiento también se ve favorecido por valores del pH
del medio de cultivo en torno a 5 y la temperatura dptima de crecimiento se situa en el
intervalo 26-28° C. El uso industrial de la levadura implica unas condiciones muy
diferentes a las de su habitat natural, por lo que las cepas industriales deben ser capaces
de adaptarse a ambientes cambiantes, asi como resistir distintos tipos de estrés tales
como el estrés oxidativo, el osmdtico, el causado por las bajas temperaturas, por la
presion hidrostatica, por el etanol o por la limitacion de nutrientes, entre otros. Como
veremos a continuacion, la fermentaciéon a bajas temperaturas resulta clave en los
procesos de elaboracion de determinadas bebidas alcoholicas con caracteristicas
organolépticas que se ajusten a los perfiles de calidad sensorial y de preferencia del
consumidor. Por ello, en los siguientes apartados realizaremos una detallada revision
bibliografica de la respuesta a nivel molecular desencadenada por las bajas

temperaturas.

2.1 Importancia del control de la temperatura durante la

fermentacion en la produccidn de bebidas alcohdlicas
En cuanto a la calidad de las bebidas alcohoélicas obtenidas por fermentacion, hay que
destacar el papel que la temperatura de fermentacion desempefia (Attfield, 1997) pues
tiene una gran influencia en la produccion de aromas y compuestos volatiles, sobre
todo, en la obtencion de una relacion de concentraciones entre todos ellos que dé lugar a

un producto con aroma y sabor equilibrados.

La velocidad de fermentacion aumenta generalmente con la temperatura entre los 15 y
los 35° C y los niveles de glicerol, acetaldehido, piruvato y a-cetoglutarato de los caldos
de fermentacion también aumentan conforme lo hace la temperatura. La formacion de

niveles elevados de alcohol también depende de la temperatura. En los vinos, la menor
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temperatura de fermentacion da lugar a vinos mas frescos y afrutados mientras que al
incrementar la temperatura de fermentacion predominan los aromas florales (Molina et
al., 2007). A bajas temperaturas el riesgo de infeccion bacteriana y de produccion de
acidos volatiles se reduce. En los procesos de fermentacion actuales que utilizan
fermentadores cilindroconicos para obtener cerveza de tipo “lager”, la temperatura
inicial es aproximadamente de unos 10° C. Para el control de la temperatura se hace
necesario el uso de equipos de frio, ya que parte de la energia liberada por el
metabolismo celular se disipa en forma de calor. Si la temperatura se mantiene entre 10
y 14° C, la fermentacion dura entre 10 y 6 dias. En la figura 4 se muestra el curso de una
fermentacion de cerveza “lager” llevada a cabo segiin los métodos e instalaciones

tradicionales que se utilizaban hasta el ultimo tercio del siglo pasado.

El frio, o la exposicion a temperaturas significativamente por debajo del valor optimo
para su crecimiento, es una mas de las situaciones de estrés que deben superar las
levaduras industriales para la mejora de su capacidad fermentativa. Sin embargo, si
somos capaces de mejorar el crecimiento de la levadura a las bajas temperaturas
empleadas en las industrias cervecera y enologica (obviamente, sélo en el caso de las
producciones de vinos rosados, blancos y en la de cavas y vinos espumosos) e incluso
en la fabricacion de sidra, podriamos mejorar muchos de los aspectos tecnologicos que
se ven afectados por la necesidad de fermentar a bajas temperaturas. Asi, el control de la
temperatura de fermentacion es un pardmetro del proceso muy importante que
representa un coste significativo del mismo, limita la capacidad de utilizacion de las
instalaciones al alargar el tiempo de fermentacién y tiene una gran incidencia en la
produccion de aromas y compuestos voldtiles, sobre todo, en la obtencion de una
relacion de concentraciones entre todos ellos que dé lugar a un producto con sabor y
aroma equilibrados. Una mayor temperatura de fermentacién aunque provoca una
pérdida acusada de volatiles conlleva un ahorro energético al acortar el tiempo de
residencia en el fermentador (por ejemplo, el coste energético de produccion de 1 litro
de cerveza solo en lo que se refiere al frio que es necesario generar es de 100.000
calorias). Otra faceta importante derivada del control de la temperatura se refiere al
mayor o menor aprovechamiento de la capacidad de los tanques de fermentacion. En
primer lugar, si el tiempo de fermentacion es menor, se aumenta la capacidad nominal
(expresada en litros/afio) de una determinada instalacion. En segundo lugar, el volumen

maximo de llenado de los tanques de fermentacion es funcion de la temperatura a la que
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se opere en ellos, debido al fendmeno de desbordamiento del fermentador por la
produccion de espuma durante el proceso fermentativo como consecuencia del CO,
desprendido. También cabe resaltar las pérdidas econdmicas que se derivan de las
fermentaciones que se detienen y no llegan a la atenuacion o contenido residual en

azucares requeridos para el producto en cuestion.

Ademas, la cerveza recién fermentada debe someterse a diversos tratamientos antes de
ser envasada finalmente para su distribucion. La maduracion implica una fermentacion
secundaria llevada a cabo por las levaduras residuales que pasan a la cerveza desde el
fermentador primario. Este proceso cambia y determina el caracter de una cerveza pues
se asimila el diacetilo y la concentracion de algunos ésteres aumenta. El dioxido de
carbono, producido en la fermentacion secundaria, o afiadido, ayuda a purgar la cerveza
de oxigeno, H,S y compuestos volatiles no deseados. Los tiempos y las temperaturas
utilizadas varian de una cerveceria a otra, el periodo de almacenamiento oscila entre 4
dias y 4 semanas y la temperatura de almacenamiento oscila en un rango de

temperaturas que abarca desde 7° C hasta -4° C.
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Figura 4. Evolucion con el tiempo de un proceso de fermentacion tradicional de cerveza

“lager” (Hough et al, 1982).
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Para lograr un producto de calidad y a un coste competitivo, el fabricante de bebidas
alcoholicas busca una solucion de compromiso; bajando la temperatura mejora la
calidad del producto en cuanto a la produccidon de aromas, pero si disminuye en exceso
esa temperatura ralentiza el crecimiento de la levadura, alargando la duracion del
proceso de fermentacion y el coste del mismo. Asi, en el caso concreto de la elaboracion
de cervezas tipo “lager”, la temperatura idonea de fermentacion es de unos 10° C,
aunque industrialmente es frecuente fermentar entre 14 y 16° C. Si las levaduras
creciesen mejor a baja temperatura, el proceso de fermentacion duraria menos, y esto,
ademads de representar un ahorro energético, permitiria un mejor aprovechamiento de las
instalaciones y un aumento de la capacidad de produccion anual de las mismas. Como
vemos, la fermentacion a bajas temperaturas resulta crucial en la obtencion de diferentes
bebidas alcoholicas, por ello en los siguientes apartados realizaremos un detallado

estudio de la respuesta a nivel molecular desencadenada por las bajas temperaturas.

3 Respuesta molecular a las bajas temperaturas

Las células de levadura se ven sometidas a varios tipos de estrés a medida que las
condiciones del medio cambian, tanto en situaciones naturales como durante los
procesos industriales. El dafio provocado por el estrés y la respuesta de la levadura al
mismo, depende del tipo y grado del estrés, y del estado fisiologico y de la etapa de
crecimiento en la que se encuentre la levadura en el momento en el que ocurre el
estimulo. Entre estos estreses, la respuesta al choque térmico por calor ha sido
ampliamente investigada (Lindquist y Craig, 1988; Schlesinger, 1990), revelando que se
induce la expresion de un grupo de proteinas (HSP, por sus siglas en inglés Heat Shock
Protein) muchas de las cuales funcionan como chaperonas moleculares para el correcto
plegamiento de las proteinas. Sin embargo, la respuesta celular que se desencadena tras
someter a las células a bajas temperaturas no estd tan bien caracterizada, pues aunque se
sabe que tiene como consecuencia la sintesis de una serie de proteinas, éstas no estan
tan conservadas en un rango tan amplio de organismos como las HSP. Esta falta de
conocimiento respecto a la respuesta celular frente a las bajas temperaturas resulta
sorprendente, ya que un cambio en la temperatura ambiental es probablemente la forma
mas comun de estrés. Ademas, las bajas temperaturas se utilizan en la industria
biotecnoldgica para el cultivo y preservacion de las células y en el campo de la

medicina para la conservacion de tejidos y tratamiento de dafio cerebral sin
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necesariamente entender la respuesta al choque por bajas temperaturas y los

mecanismos aprovechados para tales usos.

3.1 Principales efectos adversos causados por las bajas

temperaturas

El frio provoca alteraciones de caracter bioquimico y fisioldgico en la célula tales como:

a)

b)

Baja eficiencia en la traduccioén de proteinas: la transcripcion y la traduccion de
proteinas son etapas muy sensibles a la temperatura. El frio provoca el
fortalecimiento de las interacciones entre las hebras del DNA en la doble hélice
y en el estado de superenrollamiento, con lo que se impide la separaciéon de las
hebras y el acceso de la RNA polimerasa. Por otro lado, las bajas temperaturas
afectan a la estabilidad de la estructura secundaria del RNA mensajero, por lo
que la iniciacion de la traduccion se ve limitada (Jones y Inouye, 1996; Farewell

y Neidhardt, 1998; Thieringer et al., 1998).

Baja fluidez de la membrana celular: Las membranas presentan un estado
liquido cristalino y al caer la temperatura sufren una transicién hacia una fase
gel (Thieringer et al., 1998), lo que provoca un aumento en el ordenamiento
molecular de los lipidos de la membrana, incrementando la rigidez de la misma
(Vigh et al., 1998). Esta escasa fluidez de la membrana celular genera una
disminucién en la capacidad de difusion de las proteinas de membrana, un
descenso en la actividad de las enzimas asociadas a la membrana y una notable
reduccion en el transporte a través de la membrana (Los y Murata, 2004), asi

como un aumento de la permeabilidad pasiva (Hoekstra et al., 2001).

Disminucion en la velocidad de plegamiento de proteinas e inestabilidad
conformacional de las mismas. La entropia, a temperaturas normales, favorece el
plegamiento pues al desnaturalizarse una proteina y exponer el interior
hidrofobico al agua se ordena esta y ello compensa el aumento de desorden de la
cadena polipeptidica. Sin embargo, al aumentar la temperatura, la entropia pasa
a favorecer la desnaturalizacion porque aumenta mucho el desorden de la cadena
polipeptidica no plegada. La desnaturalizacion de proteinas esta siempre
contrarrestada por el aumento de entalpia que ocurre durante la misma, porque

hay que romper enlaces en la estructura compacta de una proteina para pasar a la
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forma desordenada. Asimismo, al aumentar la temperatura, la entalpia favorece
ain mas a la forma nativa, porque hay que romper mds enlaces para
desnaturalizarla ya que el agua que rodea a los grupos hidrofobicos expuestos
(“icebergs™) tiene menos enlaces por puentes de hidrégeno. Al disminuir la
temperatura, esta agua de los icebergs tiene mas enlaces por puentes de
hidrogeno y, por tanto, se gana menos entalpia rompiendo enlaces durante la
desnaturalizacion y la entalpia favorece menos la forma nativa. En la mayoria de
los casos, la temperatura que hace falta para la desnaturalizacion por frio estd
por debajo del punto de congelacion, pero en algunas proteinas estd por encima
y, por tanto, a bajas temperaturas algunas proteinas celulares se desnaturalizan y

ello explica que se induzcan chaperonas (HSPs) por frio (Fersht, 1999).

d) Disminucién generalizada de la actividad enzimatica celular. La temperatura es
uno de los factores medioambientales mas importantes para la vida, ya que
influye en la mayoria de las reacciones bioquimicas. Las bajas temperaturas
enlentecen fuertemente las velocidades de reaccidon catalizadas por enzimas. El
efecto de la temperatura sobre las reacciones quimicas esta descrita de forma
basica por la ecuacion de Arrhenius: k = de ““* donde k representa la
constante cinética, 4 es un factor preexponencial que depende de la reaccion, Ea
es la energia de activacion, R es la constante universal de los gases ( 8,31 kJ mol
")y T es la temperatura absoluta expresada en grados K. Teniendo en cuenta
dicha ecuacion, cualquier disminuciébn en la temperatura supone una
disminucidn exponencial en la velocidad de reaccion, cuya magnitud dependera
del valor de la energia de activacion. Al disminuir la temperatura las proteinas
tienden a ser mas compactas, por lo que pierden la movilidad requerida para su
actividad catalitica. La hipdtesis aceptada sugiere que los organismos adaptados
a las bajas temperaturas presentan enzimas con mayor plasticidad, lo que lleva
consigo una pérdida de estabilidad de la estructura proteinica. Este equilibrio
entre flexibilidad y estabilidad representa uno de los puntos cruciales en la

adaptacion de una proteina a la temperatura ambiental (Gerday et al., 1997).

3.2 Principios generales de adaptacion al frio
La adaptacion celular a los diferentes estreses medioambientales es esencial para la

supervivencia de todos los seres vivos, desde procariotas a eucariotas. A excepcion de
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los animales homeotermos, que pueden mantener su temperatura corporal ante el frio, la
mayoria de los peces, plantas y todos los invertebrados y los microorganismos (arqueas,
bacterias, levaduras, algas, hongos y protozoos) estan en completo equilibrio térmico

con el medio ambiente que les rodea.

Frente a esta alteracion causada por la disminucidon en la temperatura ambiental se
desencadena una respuesta celular a nivel molecular que persigue la adaptacion.
Recientes estudios procedentes del campo de la protedmica han demostrado que la
respuesta adaptativa microbiana a las bajas temperaturas ocurre en dos fases (Phadtare y
Inouye, 2004; Schade et al., 2004; Weinberg et al., 2005). Se observa una respuesta
inmediata al choque térmico por exposicidn a bajas temperaturas y posteriormente, tras
mantener este estrés durante un periodo de tiempo, se observa una respuesta de
aclimatacion a dicha condicion. De forma general, en la respuesta inmediata estan
implicados cambios en la fluidez de la membrana y en el metabolismo del RNA,
mientras que la respuesta tardia incluye modificaciones que protegen a las células frente

a diferentes tipos de estreses ambientales.

En el caso de arqueas psicrofilas, estudios recientes han establecido (Cavicchioli, 2006)
una relacion directa entre la aclimatacion tras la exposicion a 4° C y determinadas
modificaciones en componentes estructurales y funcionales de la célula. En el caso de la
membrana citoplasmatica, la composicion lipidica parece jugar un papel fundamental ya
que una mayor insaturacion lipidica conduce a una mayor fluidez en la membrana y, por
lo tanto, a una mejora del funcionamiento de la misma a bajas temperaturas. Otras
modificaciones que llevan a la adaptacion al frio consisten en cambios en la
composicion de las proteinas (se ha visto que las proteinas presentes en arqueas
psicroéfilas aclimatadas al frio presentan mayor contenido en aminoacidos polares sin
carga, particularmente glutamina y treonina, y menor contenido en aminoacidos
hidrofébicos, particularmente leucina) que provocan un aumento en su flexibilidad
mejorando asi su eficiencia catalitica, modificaciones en la composicion de los tRNAs
(el contenido de GC del tRNA afecta adversamente a la flexibilidad del mismo en
condiciones de bajas temperaturas) y alteraciones en los niveles de determinadas
proteinas y solutos que se regulan térmicamente. Por todo ello, es importante considerar

el contexto celular cuando se estudia la adaptacion de un componente individual.
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En procariotas los estudios mas exhaustivos de la adaptacion a bajas temperaturas se
han llevado a cabo en E. coli. De forma resumida, una caida en la temperatura provoca
una reducida fluidez de la membrana y una inhibicion transitoria en la sintesis de la
mayoria de proteinas, provocando una ralentizacion en el crecimiento conocida como
fase de aclimatacion. Durante esta fase existe un aumento en la expresion de los genes
que codifican para las proteinas de respuesta al estrés por frio (CSP, por sus siglas en
inglés: Cold Shock Protein) (Thieringer et al., 1998). Estas proteinas, que estdn muy
conservadas y siempre presentan capacidad de unidén a acidos nucleicos de cadena
simple, participan en procesos de iniciacion de la traduccion y transcripcion (Jiang et
al., 1997; Ermolenko y Makhatadze, 2002) actuando como proteinas asociadas al
ribosoma, factores de iniciacion de la traduccion, helicasas y RNA/DNA chaperonas,
consiguiendo una eficiente actividad ribosomal a bajas temperaturas (Fang et al., 1998;
Phadtare et al., 2004b). La importancia de las chaperoninas para el crecimiento de E.
coli a bajas temperaturas quedd confirmada tras el aislamiento e identificacion de dos
chaperoninas adaptadas a las bajas temperaturas, Cpn60p y CpnlOp de la bacteria
psicrofila Oleispira antarctica y expresarlas en E. coli bajo el control del promotor Py,c.
Las velocidades de crecimiento obtenidas para la nueva cepa recombinante llegaron a
multiplicarse por 36 a 10° C y por 141 a 8° C. En este mismo trabajo descartaron la
posibilidad de que el aumento del crecimiento a bajas temperaturas se debiera a un
cambio cuantitativo en el nivel de chaperoninas, mediante la sobreexpresion de las

propias chaperoninas de E. coli, GroEL y GRoES (Ferrer et al., 2003).

En lo que respecta a la membrana citoplasmatica, E. coli ha desarrollado mecanismos
para compensar la transicion de liquido cristalino a fase de gel cambiando el grado de
saturacion de las cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos de los fosfolipidos de
dicha membrana. Los fosfolipidos con acidos grasos insaturados tienen mayor grado de
flexibilidad que los que contienen 4cidos grasos saturados. Este tipo de respuesta,
conocida como adaptaciéon homeoviscosa, fue demostrada por primera vez en E. coli
(Sinensky, 1974). Por otro lado, la adaptacion de E. coli al frio (10-16° C) también
supone la producciéon de grandes cantidades del disacarido trehalosa (a-D-
glucopiranosil-1,1-a-glucopiranésido), mediante la induccion de la expresion de las
enzimas biosintéticas OtsAp y OtsBp. Ademads la acumulacion de este disacérido resulta
critica al disminuir la temperatura entre 0° C y 4° C, lo cual no ocurre con la mayoria de

las CSPs (Kandror et al. 2002).
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Tanto en el género Bacillus como en las cianobacterias, se ha visto que al exponer las
células a bajas temperaturas se produce un aumento en la sintesis de enzimas
desaturasas, con el consecuente aumento de la insaturaciéon de los 4cidos grasos de

membrana (Aguilar et al., 1999; Inaba et al., 2003; Suzuki et al., 2001).

En el caso de Yersinia pestis, se ha descrito que tras una brusca exposicion a
temperaturas de 10° C durante 1 hora, se producen cambios en la transcripcion de 28
genes relacionados con la membrana plasmatica, lo que provoca una alteracion en la

composicion de la misma (Han ef al., 2005).

En organismos eucariotas, se ha descrito que tras un descenso pronunciado en la
temperatura se produce un aumento en la actividad de las enzimas desaturasas debido a
la induccién transcripcional de su nivel de expresion y a otros mecanismos post-
traduccionales. Como consecuencia, se aumenta la proporcion de los acidos grasos

insaturados de los fosfolipidos de la membrana plasmatica (Cossins ef al., 2002).

3.3 Mecanismos de adaptacion de Saccharomyces cerevisiae a

bajas temperaturas
La respuesta celular de Saccharomyces cerevisiae tras la exposicion a bajas
temperaturas afecta a determinados grupos de genes (Sahara et al., 2002; Homma ef al.
2003; Kandror et al., 2004; Schade et al., 2004; Murata et al., 2006). Mediante el
analisis por hibridacion diferencial de una genoteca de levadura, se identificé a un
pequetio grupo de genes cuyo nivel de expresion se halla inducido a bajas temperaturas
(Kondo e Inouye, 1991). Entre este grupo destacan 77PI/YBRO67C (Temperature
shock-Inducible Protein), cuya expresion se induce tanto por altas como por bajas
temperaturas, y sus dos homodlogos 7/RI/YERO11W, TIR2/YORO10C, que codifican
proteinas de la pared celular ricas en serina y alanina. Todas ellas podrian estar
implicadas en el mantenimiento de la integridad de la pared celular durante condiciones
de estrés. Sin embargo, sus funciones y modo de regulacion se desconocen (Kowalski et
al., 1995). Posteriormente, mediante el andalisis de patrones de la expresion génica de S.
cerevisiae tras un descenso en la temperatura, se ha visto que los genes que codifican
los siguientes miembros de esta familia: 77RI/YERO11W, TIR2/YORO10C vy
TIR4/YORO09W, se hallan inducidos a 10° C, 4° C (Sahara et al., 2002; Homma et al.
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2003; Schade et al., 2004; Murata et al., 2006; Panadero et al., 2006) e incluso a 0° C
(Kandror et al., 2004), aunque también se inducen por otros tipos de estrés como las

altas presiones o la hipoxia (Abe y Minegishi, 2008).

De forma andloga, los genes PAUI/YJL223C, PAU2/YEL049W, PAU4/YLR461W,
PAUS5/YFL020C, PAU6/YNRO76W, PAU7/YARO020C que codifican proteinas cuyo
contenido en serina es bajo en relacion con las proteinas TIR y comparten con éstas
cierta homologia en la region N-terminal (Viswanathan et al., 1994), se encuentran
también inducidas tras ser expuestas durante 6-48 horas a 4° C (Homma et al., 2003;
Murata et al., 2006) y también durante anaerobiosis (Rachidi et al., 2000). La funcion
de estas proteinas se desconoce, pero se sabe que los genes de la familia de
seripauperinas (PAU) estan presentes en los 16 cromosomas de la levadura y que
componen la familia de genes mas extensa en S. cerevisiae. Esta multiplicidad sugiere

que realizan una importante funcion en las células de levadura (Rachidi et al., 2000).

Dejando a un lado los grupos de genes mencionados anteriormente, el andlisis de los
diferentes estudios de la expresion génica tras la exposicion a 10° C mediante
micromatrices de DNA, pone de manifiesto que la respuesta a dicha temperatura
atraviesa secuencialmente diferentes perfiles transcripcionales. Hay autores que apuntan
dos (Schade et al., 2004) o incluso tres (Sahara et al., 2002) fases dentro de dicha
respuesta, dependiendo de la duracion del estrés. Nosotros consideraremos que la
respuesta adaptativa de Saccharomyces cerevisiae a las bajas temperaturas se puede

agrupar en dos fases, temprana y tardia.

3.3.1 Respuesta temprana

Durante esta fase la célula persigue aumentar la eficiencia del complejo ribosomal para
compensar la reducida capacidad de la traduccion a bajas temperaturas. Para ello, en
primer lugar, recluta la maquinaria necesaria para sintetizar los RNA ribosomales
aumentando la expresion de los componentes de la RNA polimerasa [ y de proteinas

implicadas en el procesamiento del RNA ribosomal.

En uno de los primeros estudios, llevado a cabo mediante hibridacion diferencial, se
identifico al gen NSRI/YGRI159C, que codifica una proteina nucleolar que esta

implicada en el procesamiento del precursor del RNA ribosomal y en la biogénesis del
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ribosoma (Kondo e Inouye, 1992). Ademas, la delecion nsr/ produjo una inhibicion en
el procesamiento del precursor del RNA ribosomal, especialmente tras disminuir la
temperatura a 10° C, indicando el requerimiento de Nsrlp para el procesamiento normal
del precursor del RNA ribosomal en condiciones de estrés por un descenso brusco de la
temperatura (Kondo et al., 1992b). Diversos estudios mas recientes confirman la
induccioén a bajas temperaturas de la transcripcion de este gen junto con los genes
HRPI/YOL123W,  NRDI/YNL125C, STP4/YDL048C, NOG2/YNRO53C vy
HUL5/YGL141W, que codifican otras proteinas implicadas en el procesamiento del
RNA ribosomal y con las RNA helicasas DEDI/YOR204W y DBP2/YNL112W
(Sahara et al., 2002; Schade et al., 2004). Ademas, mutaciones en dichos genes o en
algunos  otros  (DRSI/YLLOO8W,  MPPI0/YJRO02W,  RPSI14A/YDRO025W,
RPS11B/YBR048W) que codifican proteinas ribosomales y proteinas implicadas en el
procesamiento del RNA ribosomal, también producen un fenotipo de sensibilidad al frio

(Winzeler et al., 1999).

A través de analisis mediante substraccion de cDNAs, se identificaron en S. cerevisiae
cinco genes denominados genéricamente LOT-5 (Low Temperature-responsive) cuyo
nivel de expresion aumentaba cuando la temperatura del cultivo pasaba de 30° C a 10° C
(Zhang et al., 2001). Entre dichos genes se encuentran RPL2B/YILO18W, que codifica
una proteina ribosomal y NOPI/YDLO014W que da lugar a una proteina que forma parte
del complejo ribonucleoproteico nucleolar pequefio. Ademas, la mutacion del primero

de dichos genes provoca un aumento de la sensibilidad al frio.

Otro aspecto importante en esta fase temprana del proceso de adaptacion es el control de
la fluidez de la membrana mediante la alteracion de la concentracion de acidos grasos
insaturados en las membranas lipidicas. En diferentes estudios de transcriptomica donde
se analiza los patrones de expresion génica durante la exposicion a bajas temperaturas
(Sahara et al., 2002; Schade et al., 2004) y situaciéon de hipoxia (Nakagawa et al.,
2002), se ha puesto de manifiesto un aumento inmediato en el nivel de transcripcion del
gen OLEI/YGLOS5W. Este gen codifica la tnica enzima desaturasa conocida en
levadura, se trata de una A9-desaturasa de acidos grasos que convierte palmitoil-CoA
(C16:0) y estearil-CoA (C18:0) a sus equivalentes monoinsaturados mediante la
introduccion de un doble enlace entre los carbonos noveno y décimo (Stukey et al.,

1990). Como consecuencia del aumento en la expresion del gen OLE! al variar la
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temperatura de incubacion de 30° C a 10° C, se produce un aumento en el grado de
insaturacion del total de acidos grasos de las células de levadura (Nakagawa et al.,
2002). Sin embargo, OLE no parece desempeiar un papel esencial en la aclimatacion a
bajas temperaturas ya que su sobreexpresion no proporciona mayor tasa de crecimiento
a 10° C (Kajiwara et al., 2000). Contrastando con este hecho, la produccion de enzimas
desaturasas recombinantes aumenta el indice de insaturacion y la fluidez de la
membrana de las células, lo que provoca una mejora en la tolerancia a la congelacion en

levadura (Rodriguez-Vargas et al., 2007).

Paralelamente, diversos componentes implicados en la regulacion de la expresion del
gen OLEI (tales como el factor de transcripcion codificado por el gen
MGA2/YIR033W) también presentaban aumentos en sus niveles de expresion a bajas
temperaturas (Schade et al., 2004). Por otro lado, Nakagawa et al. (2002) apuntaron la
importancia de la activacion de Mga2p, mediante su procesamiento por el sistema de la
ubiquitina/proteosoma 268, en la induccion de la transcripcion del gen OLE ], por lo que

concluyeron que Mga2p es un sensor para bajas temperaturas en la levadura.

También se ha visto que, en general, existe una activaciéon de la expresion de genes
implicados en la biosintesis de fosfolipidos, en concreto de los genes INO1/YJL153C y
OPI3/YJRO73C, lo que sugiere la estimulaciéon de la biogénesis de la membrana
(Murata et al., 2006). Otros autores (Stolz et al., 1998) han descrito un aumento en la
tolerancia al frio del mutante inp5/. El gen INP51/YIL0O02C codifica una enzima
inositol polifosfato 5-fosfatasa, implicada en la homeostasis del inositol 4, 5-difosfato, y
cuya pérdida de funcion provoca la acumulacion de dicho metabolito. El mutante inp5 1/
presenta una mayor velocidad de incorporacion de triptofano que la cepa parental. El
mecanismo por el cual dicha mutacién confiere mayor capacidad de crecimiento a bajas
temperaturas se desconoce. Resulta poco probable que se deba directamente al aumento
de fosfolipidos totales de la levadura, ya que el inositol 4,5-difosfato representa una
fraccion minoritaria (0,01%). Los autores postulan que el mecanismo por el que la
eliminacion de este gen confiere mejor crecimiento a bajas temperaturas presenta
muchas analogias con el caso de Arabidopsis y su tolerancia al frio a través de cambios
en la fluidez y/o permeabilidad de las membranas (Miquel et al., 1993; Murata et al.,

1992).
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Por otro lado, la presencia de esteroles en la membrana plasmatica también podria
constituir un punto de control de la fluidez de la membrana a bajas temperaturas. En
este sentido, un estudio sobre la expresion génica en levadura bajo condiciones tanto de
“cold shock™ (al someter a crecimiento a 10° C) como de estrés por congelacion,
mediante el analisis de las poblaciones de RNA mensajeros por la técnica conocida
como “differential display” (Rodriguez-Vargas et al., 2002), demostré un aumento en
los niveles de expresion de tres genes, entre los que se encuentra ERGI0/ YPLO28W.
Este gen codifica una enzima acetoacetil-Coa tiolasa, implicada en la biosintesis de
ergosterol (Hiser et al., 1994). La sobreexpresion de ERG10 no produjo ningtn efecto
sobre el crecimiento a bajas temperaturas, pero si que confirid una mayor proteccion

frente a la congelacion.

Recientes estudios (Loertscher et al., 2006) han puesto de manifiesto la importancia en
la respuesta al frio de una correcta regulacion de la biosintesis de ergosterol, puesto que
es una adaptacion fisiologica esencial que permite a la célula sobrevivir a bajas
temperaturas. En dicho estudio se demuestra que la mutacion en cualquiera de estas tres
enzimas: Ubc7p, Cuelp y DoalOp, pertenecientes al sistema de degradacion asociado al
reticulo endoplasmatico (ERAD, por sus siglas en inglés: Endoplasmic Reticulum-
Associated Degradation), produce una reduccion en la tasa de crecimiento a 10° C.
Ademas, demostraron que a 16° C estos mutantes presentan una merma en la capacidad
de crecimiento de células con elevada actividad de Hmglp, enzima que cataliza la
formacion de mevalonato, que es el paso limitante en la sintesis de isoprenoides en
animales y hongos (Edwards y Ericsson, 1999). Los autores postulan que la inhibicion
en el crecimiento de los mutantes Aubc7, Acuel yA doal( a 16° C que expresan niveles
anormales y elevados de Hmglp se asemeja la sensibilidad al frio de estos mutantes a
10° C con niveles normales de Hmglp. Basdndose en estos resultados, presentan la
hipotesis de que la sobreexpresion de la enzima Hmglp imita las consecuencias
fisiologicas de las bajas temperaturas. Todo ello, junto con la alteracion en la
composicion de esteroles que presentan los mutantes, sugiere que el sistema ERAD es

un regulador de la ruta biosintética de esterol a bajas temperaturas.

3.3.2 Respuesta tardia
En esta fase operan tanto mecanismos especificos como los de la respuesta general a

cualquier tipo de estrés medioambiental y es, presumiblemente, consecuencia de la
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alteracion en el estado fisioldgico de la célula causada por la disminucién en el
transporte a través de la membrana, la reducida actividad enzimatica y la acumulacion

de proteinas con conformaciones anémalas.

La mayoria de las proteinas implicadas en la respuesta tardia a las bajas temperaturas
son proteasas y chaperonas moleculares que estan involucradas en impedir la
desnaturalizacion o inducir la renaturalizacion de proteinas, la degradacion de proteinas
mal plegadas y la disgregacion de agregados proteinicos causados por
desnaturalizacion. Se ha demostrado en diferentes organismos que la biosintesis de las
proteinas se ve afectada, no solo por el estrés si no también por el frio (Jones e Inouye,
1994; Graumann et al., 1996; Panoff et al., 1998). En este sentido, estudios a nivel
molecular demuestran que, tras la incubacion a 10° C, existe un aumento en la
transcripcion de determinados genes de respuesta al estrés por calor (HSP, por sus siglas
en inglés de Heat Shock Protein) tales como HSPI12/YFLO14W, HSP26/YBRO72W,
HSP42/YDR171W y HSP104/YLL026W (Sahara et al., 2002; Schade et al., 2004),
indicando que la transcripcion de estas cuatro proteinas estd regulada de forma diferente
a otras proteinas HSP. Ademas, los citados genes también se encuentran inducidos a 4°
C (Homma et al., 2003; Murata et al., 2006). En particular los genes HSP42 y HSP104
también se encuentran altamente inducidos a temperaturas entorno a 0° C (Kandror et

al., 2004).

En células procariotas se ha visto que la transcripcion de genes que codifican enzimas
peptidil-prolil cis/trans-isomerasas estd inducida a bajas temperaturas y se piensa que
juegan un papel fundamental en el plegamiento de las proteinas a bajas temperaturas
(Graumann et al., 1996). Curiosamente, se ha visto que Hsp12p se asocia con Cprlp,
una peptidil-prolil cis/trans-isomerasa de levadura (Ho ef al., 2002). Ademas, la
secuencia de aminodcidos de Hsp12p presenta cierta similitud con la de otra peptidil-
prolil cis/trans-isomerasa, Fpr3p, de levadura. La funcion que desempefia Hsp12p no se
conoce, aunque se localiza en la membrana plasmatica y la protege frente a la
desecacion y el estrés inducido por etanol (Sales et al., 2000), ademas de aumentar la

barotolerancia en las células de levadura (Motshwene et al., 2004).

Los genes HSP26 y HSP42 codifican sendas proteinas citosolicas que pertenecen a la

familia de pequefias HSP que actuan como chaperonas moleculares (Bentley et al.,
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1992). Estas se unen a proteinas que no han sido plegadas todavia, previniendo la
formacion irreversible de grandes agregados proteinicos. La expresion de ambos genes,
HSP26 y HSP42, se halla inducida tras 24 horas de exposicion a 10° C (Sahara et al.,
2002; Schade et al., 2004), 4° C (Homma et al., 2003; Murata et al., 2006), 0° C
(Kandror et al., 2004) e incluso a -80° C (Odani et al., 2003).

Hsp104p es una chaperona que actua, junto con otras proteinas, frente a cualquier tipo
de estrés, desensamblando agregados proteinicos acumulados por dicha condicion
(Parsell et al., 1994). El nivel de expresion de esta proteina en condiciones normales es

muy bajo, pero se induce en situaciones de estrés (Sanchez ef al., 1990)

La disminucion de la temperatura provoca cambios en el estado fisico de la membrana
plasmatica que alteran significativamente la actividad de las enzimas asociadas a la
misma y de los transportadores anclados en ella, produciendo un descenso en la
adquisicion de nutrientes. De hecho, en el caso de estrés por aumento de la temperatura,
se ha descrito una severa disminucién en la entrada de aminoacidos (Schmidt et al.,
1998; Chung et al., 2001) como consecuencia de la degradacién vacuolar de permeasas
de alta afinidad para aminoacidos, tales como Tat2p o Furdp (Skrzypek et al., 1998;
Bultynck et al., 2006), hecho que también se produce como consecuencia de una bajada
en la temperatura ambiental (Abe y Horikoshi, 2000). Ademas, se ha visto que tras la
exposicion al frio se induce la expresion de genes que codifican enzimas implicadas en
la degradacion de proteinas (enzimas del sistema ubiquitina, componentes del
proteosoma y otras proteasas), confirmando la necesidad de un eficiente sistema de

degradacion de proteinas desnaturalizadas o mal plegadas (Schade et al., 2004).

En este sentido, se ha descrito que en condiciones de elevada presion hidrostatica o baja
temperatura, la delecion de cualquiera de los genes DOA4/YDRO069C (UBP4),
UBP6/YFRO10W o UBPI14/YBRO58C (que codifican para proteasas especificas del
sistema de degradacion dependiente de la ubiquitina) aumenta la capacidad de
crecimiento en cepas auxotrofas para triptofano, debido a que se estabiliza la permeasa

de alta afinidad para triptéfano Tat2p (Miura y Abe, 2004).

Las bajas temperaturas también activan el metabolismo de los carbohidratos de reserva.

Se ha apuntado la posibilidad de que, en el caso del glucogeno, sea una respuesta a
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diferentes tipos de estreses tales como, estrés térmico o estrés oxidativo, ya que se
hallan inducidos simultdneamente genes relacionados con su sintesis
(GLGI/YKRO58W, que codifica un factor iniciador de la sintesis de glucdgeno;
GLC3/YELO11W, que codifica una enzima 1,4-glucano-6-(1,4-glucano) transferasa;
GACI/YORI178C, codifica una subnidad de una fosfoproteina fosfatasa que regula a la
enzima glucdgeno sintetasa) y con su degradacion (GPHI/YPR160W, codifica una
glucogeno fosforilasa) sin que exista acumulacion neta de este polisacarido (Parrou et
al., 1997). Tras la exposicion a bajas temperaturas, dichas enzimas presentan un perfil
transcripcional similar al de los estreses mencionados anteriormente (Sahara et al.,
2002; Schade et al., 2004; Murata et al., 2006). Sin embargo, en el caso de la
exposicion a bajas temperaturas se produce una acumulacion significativa de glucégeno
tras exponer a 10° C durante 12 horas, y de forma mds marcada durante 60 horas

(Schade et al., 2004).

Como en el caso del glucogeno, la trehalosa comienza a acumularse después de 12
horas de incubacion a 10, 4 6 0° C, independientemente de que exista crecimiento o no
(Kandror et al., 2004, Schade et al., 2004). En coherencia con lo anterior, los genes que
codifican enzimas implicadas en la biosintesis de este disacarido (Tpslp, trehalosa-6-
fosfato sintetasa y Tps2p, trehalosa-6-fosfato fosfatasa) estan inducidos tras 4-8 horas
de incubacion a 10° C. La misma activacion ocurre a temperaturas mas bajas
presentando méaximos niveles de induccion a 0° C (Sahara et al., 2002; Kandror et al.,
2004; Schade et al., 2004; Murata et al., 2006). Por el contrario, la expresion de los
genes que codifican enzimas implicadas en su degradacion (Nthlp, enzima localizada
en el citosol que cataliza la hidrolisis de la trehalosa) se halla reprimida a bajas
temperaturas (Sahara et al., 2002). La trehalosa se acumula en cantidades elevadas en
respuesta a diferentes condiciones estresantes (Blomberg, 2000; Estruch, 2000) y se ha
propuesto que su actividad protectora de la célula se debe a la estabilizacion de la
membrana plasmatica y de las proteinas (Singer y Lindquist, 1998; Elbein et al., 2003;
Gancedo y Flores, 2004). Se ha relacionado la acumulacion de trehalosa con una mayor
resistencia a la congelacion e incluso, mediante mutacion de los genes que codifican las
enzimas responsables de su hidrdlisis, se han conseguido cepas industriales panaderas
con una mayor tolerancia a la congelacion (Kim et al., 1996; Shima et al., 1999).
Aunque la trehalosa no es necesaria para el crecimiento a 10° C (Schade et al., 2004),

los resultados obtenidos por Kandror et al. (2004) ponen de manifiesto que este
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compuesto protege a la célula frente a bajas temperaturas. En el caso del glicerol, se ha
observado un comportamiento semejante. GPDI, gen que codifica la principal enzima
implicada en la sintesis de glicerol (Albertyn et al., 1994), estad activado tras un cambio
a bajas temperaturas lo que lleva a la acumulacion de este osmolito, que se produce en
mayor medida a 4° C que a 12° C (Panadero et al., 2006). El papel que ejerce el glicerol
frente a la congelacion se ha explicado en términos de prevencion de la deshidratacion
osmotica resultante de los procesos de congelacion/descongelacion (Wolfe y Bryant,

1999, Panadero et al., 2006).

Por otro lado, la tolerancia a la congelacion se ha relacionado con la acumulacion
intracelular de determinados aminoacidos. Una mutacion dominante en el gen
PROI/YDR300C, que codifica la enzima gamma-glutamil quinasa que cataliza el
primer paso en la biosintesis de L-prolina a partir de L-glutamato, provoc6é una
acumulacion intracelular de prolina lo que generd un aumento de la resistencia a la
congelacion (Morita ef al., 2003). Otra mutacion que causa el mismo efecto es la del
gen CARI/YPL111W, que codifica la enzima arginasa, y que tuvo como consecuencia
el aumento de la concentracion intracelular de arginina y/o glutamato (Shima et al.,

2003).

Hasta ahora hemos considerado que la disminucion en la sintesis de proteinas y los
defectos en el funcionamiento de la membrana debidos a su reducida fluidez, son los
principales problemas que surgen tras la exposicion a bajas temperaturas. Sin embargo,
el estrés oxidativo es otra seria contrariedad a la que debe enfrentarse la levadura para
sobrevivir en condiciones de frio. En este proceso adaptativo a las bajas temperaturas,
se activan los mecanismos detoxificadores de especies reactivas del oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species), producidas durante el metabolismo en
Saccharomyces cerevisiae. Son moléculas altamente reactivas que pueden provocar la
oxidacion de proteinas (Storz ef al., 1987), peroxidacion lipidica (Coyle y Puttfarcken,
1993) o dafo en el DNA, generando roturas en la doble cadena y pérdida de las bases
nitrogenadas (Storz et al., 1987), lo que puede ocasionar dafos de gravedad
considerable e incluso producir la muerte celular. Asi, se ha descrito un aumento en el
nivel de expresion a 10° C de genes que codifican proteinas implicadas en procesos de
detoxicacion tales como Gtt2p, glutation transferasa, Hyrlp y Gpxlp, isoformas de

glutation peroxidasa, Ttrlp, glutarredoxina y Prx1p, tiorredoxina peroxidasa (Schade et
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al., 2004). El sistema glutation/glutarredoxina se halla implicado en el plegamiento de
proteinas, metabolismo del azufre y reparacion de proteinas oxidadas (Grant, 2001).
Diversos estudios en levaduras y plantas han descrito un aumento en la concentracion
de H>O; y la induccion de genes que codifican tres enzimas relacionadas con el estrés
oxidativo, tales como Cttlp, catalasa, Sod1p, superoxido dismutasa citosolica, y Gshlp,
y-glutamilcisteina sintetasa, tras disminuir la temperatura de 30° C a 10° C. Ademas
también se evidencio, en el caso de la catalasa y la superoxido dismutasa, un aumento
de su actividad tras un periodo de incubacién a 10° C durante dos horas (Zhang et al.,
2003). En este mismo estudio qued6 demostrada una pérdida de viabilidad celular de
cualquiera los mutantes Asodl, Acttl o Agshl tras ser incubados a 10° C durante 7 dias.
Estudios mas recientes (Murata et al., 2006) llevados a cabo a temperaturas mas
extremas (4° C), indican que el nimero de genes que codifican enzimas implicadas en
procesos detoxificadores de especies ROS que se hallan inducidos a esta temperatura es
mas amplio. Ademas de los genes citados anteriormente, también aumentan su nivel de
expresion a 4° C GTT2/YLLO60C, que codifica una enzima glutation S-transferasa y
que ejerce, junto con GTT1/YIR038C, un papel importante en la resistencia a diversas
drogas y cuyas eliminaciones, para cada uno de los mutantes y también en el caso del
doble mutante, provocan un aumento de la sensibilidad al calor (Choi et al., 1998).
Otros genes inducidos a 4° C son TSA2/YDR453C y AHPI/YLR109W que codifican
enzimas tiorredoxina peroxidasas, TRX3/YCRO83W que da lugar a una tiorredoxina
mitocondrial y MXRI/YER042W que codifica una enzima sulféxido reductasa que

revierte la oxidacion de los residuos de metionina.



Objetivo

Proteina: Funcidon

Variacion del nivel de expresion por estrés

Mantenimiento pared celular
(no confirmado)

Tiplp: manoproteina pared celular

Tirlp, Tir2p y Tirdp: manoproteinas pared celular

Aumento tras exposicion a bajas y altas temperaturas (Kondo e
Inouye, 1991)

Aumento a 10, 4 6 0 ° C (Sahara et al., 2002; Kandror et al., 2004)
Aumento por altas presiones e hipoxia (Abe y Minegishi, 2008)

Desconocido

Paulp, Pau2p, Paudp, Pau5p, Pau6p, Pau7p : funcion
desconocida

Aumento a 4° C Homma et al., 2003; Murata et al., 2006)
Aumento en anaerobiosis (Rachidi et al., 2000)

Aumento eficiencia complejo
ribosomal

Nsrlp: implicada en el procesamiento del precursor del
RNA ribosomal y en la biogénesis del ribosoma
Hrplp, Nrdlp, Stp4p, Nog2p, HulS5p: procesamiento
ribosomal

Dedlp, Dbp2p: RNA helicasas

Rpl2bp: proteina ribosomal
Noplp: forma parte complejo ribonucleoproteico
nucleolar

Aumento 10° C (Kondo et al., 1992; Sahara et al., 2002)

Aumento tras exposicion a bajas temperaturas (Sahara et al., 2002;
Schade et al., 2004)

Aumento a 10° C (Zhang et al., 2001)

Control de la fluidez de la
membrana plasmatica

Olelp: A9-desaturasa de acidos grasos

Mga2p: factor de transcripcion implicado en la
regulacion de OLE]

Inolp y Opi3p: enzimas biosintéticas de fosfolipidos
Ergl0p: enzima acetoacetil-Coa tiolasa, implicada en la
biosintesis de ergosterol

Aumento a 10° C (Nakagawa et al., 2002)
Aumento a 4° C (Schade et al., 2004)

Aumento tras exposicion a bajas temperaturas (Murata et al., 2006)
Aumento a 10° C (Rodriguez-Vargas et al., 2002)

Tabla 2. Resumen de los principales mecanismos de adaptacion de S.cerevisiae a las bajas temperaturas. La pérdida de funcion de las proteinas que aparecen
subrayadas conlleva sensibilidad a las bajas temperaturas.



Objetivo

Proteina: Funcion

Variacion del nivel de expresion por estrés

Disminucion acumulacion
proteinas con conformaciones
anomalas

Hsp12p: proteina de membrana plasmatica de funcion

desconocida

Hsp26p y Hsp42p: chaperonas moleculares citosolicas

que se unen a proteinas que no han sido plegadas

todavia, previniendo la formacion irreversible de grandes

agregados proteinicos

Hsp104p: chaperona que actda, junto con otras proteinas

desensamblando agregados proteinicos acumulados

Aumento a 10 y 4° C (Sahara et al., 2002; Schade et al., 2004)

Aumento 10° C (Sahara et al., 2002; Schade et al., 2004) 4° C
(Homma et al., 2003; Murata et al., 2006), 0° C (Kandror et al.,
2004) y a -80° C (Odani et al., 2003)

Aumento bajo condiciones de estrés (Sanchez et al., 1990)

Activacion de metabolismo de
carbohidratos de reserva

Glglp, Glc3p, Gaclp: enzimas implicadas en la
biosintesis de glucogeno

Tpslp, Tps2p: enzimas implicadas en biosintesis de
trehalosa

Nthlp: enzima que hidroliza la trehalosa
Gpdlp: principal enzima implicada en la sintesis de
glicerol

Induccion tras exposicion prolongada a 10° C (Schade et al., 2004)

Aumento tras 4-8 horas de incubacion a 10° C presentando maximos
niveles de induccion a 0° C (Sahara et al., 2002; Kandror ef al.,
2004; Schade et al., 2004; Murata et al., 2006)

Disminucion a bajas temperaturas (Sahara ef al., 2002)
Aumento en mayor medida a 4° C que a 12° C (Panadero ef al.,
2006)

Activacion de los mecanismos
detoxificadores de especies
reactivas del oxigeno

Gtt2p: glutation transferasa

Hyrlp y Gpxlp: isoformas de glutation peroxidasa
Ttrlp: glutarredoxina

Prx1p: tiorredoxina peroxidasa

Cttlp: catalasa

Sodlp: superoxido dismutasa citosolica
Gshlp: y-glutamilcisteina sintetasa

Gtt2p y Gttlp: glutation transferasas
Tsa2p y Ahplp: tiorredoxina peroxidasas
Trx3p:tiorredoxina mitocondrial

Mzxrlp :sulfoxido reductasa

Aumento a 10° C (Schade et al., 2004)

Aumento a 10° C (Zhang et al., 2003)

Aumento a 4° C (Murata et al., 2006)

Tabla 2. (Continuacion)
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3.4 Mecanismos sensores de bajas temperaturas

Para que se desencadene la activacion transcripcional en las células de levadura, éstas
deben primero detectar el descenso de la temperatura. Diferentes estudios indican que
son los cambios en el estado fisico de la membrana los que actiian como primera sefal
de la variacion de la temperatura Este concepto fue demostrado al probar que la
perturbacion de los lipidos de membrana provoca una sefial que acaba desencadenando
un aumento de los niveles de transcripcion de las proteinas HSP de levadura (Vigh et
al., 1998; Carratu et al., 1996). Diversos estudios, llevados a cabo en la cianobacteria
Synechocystis, han confirmado que un descenso en la temperatura provoca una
reduccion en la fluidez de la membrana, lo que juega un papel fundamental en la
percepcion de las bajas temperaturas y, consecuentemente, en la transduccion de la

sefial (Inaba ef al., 2003; Los y Murata, 2004).

Tales resultados han llevado a la tentativa de identificacion de los sensores de bajas
temperaturas en diferentes organismos. De hecho, en Synechocystis la expresion de las
enzimas desaturasas, tras el descenso de la temperatura, es controlada por la histidina
quinasa Hik33 (Suzuki et al., 2000, 2001), una proteina integral de membrana que actua
como sensor del frio. De forma similar, la histidina quinasa Desk en B. subtilis (Aguilar
et al., 2001) y los canales TRP (por sus siglas en inglés, Transient Receptor Potential)
en el sistema nervioso de mamiferos (McKemy et al., 2002), son proteinas integrales de
membrana que actiian como sensores del frio. Andlogamente a Hik33, se ha identificado
a Slnlp, el tnico sensor histidina quinasa en levadura, como sensor de frio en levadura.
Esta proteina pertenece al sistema que transmite la sefial de estrés osmotico a través de

diferentes elementos de la via HOG (High Osmolarity Glycerol) (Panadero et al., 2006).

Entre las vias que intervienen en la transmision de la sefial de frio en S. cerevisiae,
también se encuentran los factores de transcripcion MOX, que regulan la expresion de
los genes DAN/TIR (Abramova et al. 2001). Otro sistema de regulacion lo presenta el
gen OLE] cuya expresion, como ya se ha mencionado anteriormente, esta regulada por
el factor de transcripcion Mga2p, que se activa mediante su procesamiento por el
sistema ubiquitina/proteosoma 26S, y que podria actuar como sensor de las bajas
temperaturas y de situacion de hipoxia debido a la alteracion del estado fisico de la

membrana (Nakagawa et al., 2003). Esta hipotesis estd basada en la existencia de una
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ruta de procesamiento en S. cerevisiae dependiente de ubiquitina/proteosoma 26S
denominada RUP (por sus siglas en inglés, Regulated Ubiquitin/Proteasome) y que
regula la activacion de los factores de transcripcion Mga2p y Spt23p que se produce por
la carencia de &cidos grasos insaturados (Hoppe et al., 2000). Dichos factores se
sintetizan inicialmente como precursores inactivos, anclados al reticulo endoplasmatico
o a la envoltura nuclear por sus extremos C-terminales. La escasez de acidos grasos
insaturados provoca la ubiquitinacion de Mga2p y Spt23p, dando lugar a la liberacion
del dominio N-terminal del correspondiente factor de transcripcion al citosol mediante
el proteosoma 26S (Auld et al., 2006). Teniendo en cuenta este contexto, un cambio en
el estado fisico de la membrana debido a un descenso en la temperatura o a condiciones

de hipoxia, podria activar a Mga2p mediante el procesamiento RUP.

Por otro lado, la ruta cAMP-PKA y Hoglp juegan un papel fundamental en el control,
negativo y positivo, respectivamente, de la respuesta genética de S. cerevisiae frente a
una variedad de estreses (Thevelein y Winde, 1999; Estruch, 2000) mediante la
fosforilacién de los factores de transcripcion Msn2p y Msn4p (Griffioen y Thevelein,
2002). Bajo condiciones estresantes, los factores de transcripcion Msn2/4p (fosforilados
en los sitios Hogl y desfosforilados en los sitios PKA) migran hacia el nucleo y
promueven la transcripcion de un nimero importante de genes de respuesta al estrés que
contienen la secuencia de reconocimiento STRE (por sus siglas en inglés, Stress
Responsive Element) en su promotor (Martinez-Pastor et al., 1990). Entre los genes
regulados por esta via, encontramos algunos que forman parte de la respuesta temprana
a las bajas temperaturas (DBP2, NSRI, OPI3, RPA49, genes PAU) y que se mantienen
inducidos mientras dura el frio (Wang et al., 2004). Otros de los genes que estan
regulados de forma estrictamente dependiente de Msn2/4p forman parte de la respuesta
tardia al frio. Entre ellos se encuentran genes que codifican enzimas implicadas en el
metabolismo del glucdgeno y la trehalosa, chaperonas como Hsp12p, Hsp26p y Hsp42p
y varios miembros del sistema de defensa frente a especies del oxigeno reactivas, como
Cttlp, Prxlp y Ttrlp (Kandror et al., 2004; Schade et al., 2004). Por otro lado,
tradicionalmente se aceptaba que el papel desempefiado por la via HOG estaba centrado
en la regulacion genética de la respuesta celular al estrés hiperosmotico, pero recientes
hallazgos han puesto de manifiesto su participacion en la adaptacion al estrés por acido
citrico (Lawrence et al., 2004), estrés por calor (Winkler et al., 2002), resistencia a

metilglioxal (Aguilera et al., 2005) y mantenimiento de la pared celular (Garcia-
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Rodriguez et al., 2000). Como ya hemos mencionado anteriormente, la histidina quinasa
SInlp dispara la sefializacion a través de la via HOG en respuesta a una disminucion de
la temperatura. La transduccion de la sefial de frio a través de la ruta HOG provoca la
activacion de los genes GPDI, GLOI, GREIl y HSPI2 todos ellos implicados en la

adaptacion de S. cerevisiae al estrés (Panadero ef al., 2006).

Otra via que también esta relacionada con la activacion de la respuesta génica tras el
descenso de la temperatura es la via TOR (por sus siglas en inglés, Target Of
Rapamycin), que estd involucrada en la respuesta al ayuno de nitrogeno (Cardenas et
al., 1999). Se ha visto que cambios en la fluidez de la membrana plasmatica debido al
descenso de la temperatura pueden alterar de forma significativa la actividad de las
enzimas asociadas a la misma, tales como los transportadores y, como consecuencia,
existe una disminucion en la entrada de nutrientes en la célula, lo que provoca una
activacion de esta via. Por ejemplo, se ha descrito que bajo condiciones de estrés por
altas temperaturas se produce un descenso severo en la entrada de aminoécidos
(Schmidt et al., 1998; Chung et al., 2001). Este descenso es el resultado de la
degradacion vacuolar de permeasas de aminoacidos de alta afinidad tales como Tat2p y
Furdp (Skrzypek et al., 1998; Bultynck et al., 2006), un fenémeno que también ocurre

tras un descenso en la temperatura ambiental (Abe y Horikoshi, 2000).

En conjunto, todas estas observaciones ponen de manifiesto que cambios en el estado
fisico de la membrana, causados por un descenso en la temperatura, son detectados por
proteinas sensoras del frio que se hallan ancladas a la membrana y que generan una
sefial de activacion de la respuesta celular a dicha temperatura. Hasta el momento, no ha
sido identificada ninguna ruta de transduccioén que responda exclusivamente a las bajas
temperaturas. No se puede descartar la existencia de tal ruta, pero los datos publicados
apuntan a rutas de sefalizacidon conocidas que también trabajan bajo otros tipos de

estimulos.
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4 Perspectivas biotecnologicas para las aplicaciones

industriales a bajas temperaturas

Como hemos visto en los apartados anteriores, en la tltima década se han desarrollado
iniciativas importantes encaminadas a conocer en detalle los mecanismos que modulan
la expresion génica en respuesta a las bajas temperaturas en diferentes modelos
bioldgicos. Pero a pesar de estos estudios, nuestro entendimiento de las rutas y los

procesos que controlan la respuesta al frio es rudimentario, en el mejor de los casos.

Sin embargo, este desconocimiento no ha impedido desarrollos biotecnologicos en los
que la incubacion a bajas temperaturas es la protagonista. De hecho, ya se han
introducido en el mercado dos sistemas de expresion de proteinas heterdlogas en E. coli
mediante la incubacion en frio (Qing et al., 2004). De esta manera se consiguen
elevados rendimientos en la produccion de proteinas y se impide el plegamiento
incorrecto de las mismas, lo que genera problemas de insolubilidad. En este mismo
sentido, la publicacion de estudios que muestran que el cultivo de células de mamiferos
a bajas temperaturas aumenta la produccion de proteinas heterologas, ha provocado un
interés creciente por entender los mecanismos en juego a estas temperaturas para asi
poder identificar nuevas dianas celulares que, mediante el uso de la ingenieria genética,
pudieran ser mejoradas para la produccién de proteinas recombinantes complejas (Al-
Fageeh et al., 2006). Es por ello que la respuesta celular a las bajas temperaturas esta
siendo objeto de estudio como nunca anteriormente para: (i) mejorar nuestro
entendimiento de la respuesta molecular que gobierna la adaptacion celular a las bajas
temperaturas en una gran variedad de organismos; (ii) elucidar los efectos y los
mecanismos que determinan la produccién de proteinas heterdlogas en diferentes
sistemas de expresion a temperaturas inferiores a la fisiologica, y (iii) identificar nuevas
dianas celulares para que puedan, de forma razonada, ser sometidas a nuevas
tecnologias de ingenieria genética para la expresion génica. Estos enfoques ayudan al
desarrollo de un conocimiento detallado de los efectos de las bajas temperaturas en
diversos organismos, y esto indudablemente proporcionard informacioén util en el
desarrollo de nuevas estrategias de ingenieria celular, mejoras adicionales en el
rendimiento de los cultivos celulares a bajas temperaturas, asi como numerosas
aplicaciones industriales de procesos biotecnologicos donde se realicen incubaciones a

temperaturas inferiores a las dptimas.
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El presente trabajo surge sobre la premisa que el desarrollo y aplicacion de la
biotecnologia en el campo agroalimentario va a contribuir decisivamente en la
implantacion y mejora de la calidad de las nuevas generaciones de los alimentos que
consumiremos. Este enfoque no solo es coherente con las lineas prioritarias marcadas
por los organismos nacionales y europeos que definen las politicas de investigacion
(descritas en el informe intermedio relativo a la estrategia en el ambito de las ciencias
de la vida y la biotecnologia que ha redactado la Comisién de las Comunidades
Europeas y las conclusiones del “Estudio Bio4EU” -The Biotechnology for Europe
Study- en http://ec.europa.eu/biotechnology), sino que refleja las cada vez mayores
implicaciones sociales y economicas que la aplicacion de la biotecnologia y la
bioingenieria tienen y tendran en un &mbito de tanta trascendencia como es el campo de

la alimentacion humana.

Las cuestiones que se abordan es esta Tesis giran en torno a dos temas de actualidad y
relevancia. Primero, el estudio de la respuesta bioldgica al estrés (centrado en este caso
en un microorganismo de gran interés e importancia en alimentacion, las levaduras del
género Saccharomyces). Segundo, la aplicacion biotecnologica de los conocimientos
gue se obtengan en dicho estudio en procesos industriales agroalimentarios. Asi pues,
nuestra propuesta se encuadra en el marco de la biotecnologia agroalimentaria, y asume
que ésta sera un objetivo prioritario de la investigacion en este comienzo del siglo

veintiuno.

En la revision que se acaba de realizar en el apartado anterior, sobre los resultados
publicados hasta la fecha por otros autores acerca de los mecanismos y la regulacion de
los procesos de adaptacion a las bajas temperaturas en Saccharomyces cerevisiae, ha
quedado patente el limitado y disperso conocimiento que se tiene actualmente sobre este
tema. Mas aun, resulta cuanto menos chocante, por lo inesperado después de los
numerosos trabajos aparecidos en este campo, que todavia no se haya emprendido un
estudio para identificar los pasos limitantes, o lo que mas coloquialmente podriamos
denominar “los cuellos de botella”, que puedan existir en la fisiologia de
Saccharomyces cerevisiae en relacién con su capacidad de crecimiento a temperaturas

claramente por debajo del valor 6ptimo, situacion que, sin embargo, representa las
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condiciones habituales de su utilizacion industrial y biotecnologica, que es donde mas
relevancia y aplicaciones puede tener la mejora de dicho fenotipo.

Por tanto, el objetivo primordial que nos proponemos alcanzar con esta tesis es el del
aislamiento, identificacion y caracterizacion de aquellos genes de las levaduras del
género Saccharomyces que, por sobreexpresion, mediante su clonaje en plasmidos
multicopia, confieran en dicha levadura una mayor tolerancia al frio. Esta aproximacion
experimental es totalmente novedosa y, tal y como se ha detallado en la revision que
sobre el tema se ha realizado en la Introduccion, no ha sido abordada hasta este

momento.

La hipotesis de partida sobre la que se apoya esta propuesta estriba en la presuncion de
que existen genes de levadura que, por un aumento de su nivel de expresion, pueden
conferir una mayor resistencia al estrés causado por el “cold shock”. Esta hipétesis se ve
avalada, por una parte por el éxito que dicho planteamiento ya ha tenido en la basqueda
de genes de plantas que por sobreexpresion en levadura confieran resistencia a
determinadas condiciones de estrés, como la excesiva salinidad (Forment et al., 2002) o
incluso el frio (Lee et al., 1999). Ademas, la misma estrategia y modelo experimental
que se propone en este trabajo, ya se ha probado con excelentes resultados cuando se ha
utilizado para identificar genes procedentes de Beta vulgaris que, por sobreexpresion en
S. cerevisiae, permiten que dicha levadura pueda crecer a bajas temperaturas (Mulet et
al., 2002). Por otro lado, también apoyan esta hipdtesis los numerosos trabajos
publicados y mencionados en la Introduccion, que describen la induccién de diversos
genes de levadura por una brusca bajada de la temperatura, e incluso cémo la
sobreexpresion de algunos de ellos, bien exhibe el fenotipo perseguido (Abe y
Horikoshi, 2000), o bien complementa, en una levadura industrial, una mutacion que

impedia el crecimiento a bajas temperaturas (Tokai et al., 2000).

La mejora de la capacidad fermentativa de las levaduras industriales tiene muchos
aspectos, entre los que se encuentra la tolerancia al frio como una mas de las situaciones
de estrés a superar. Sin embargo, si fuésemos capaces de mejorar el crecimiento de la
levadura a las bajas temperaturas empleadas en las industrias biotecnoldgicas del sector
agroalimentario, podriamos mejorar muchos de los aspectos tecnoldgicos que se ven
afectados por la necesidad de fermentar a bajas temperaturas. Obviamente, no resulta

posible realizar una prediccion realista de como se veran afectados los procesos
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metabolicos y la fisiologia de las levaduras si mejoramos su capacidad de crecimiento a
bajas temperaturas por sobreexpresion de uno o0 varios genes que todavia
desconocemos, sobre todo si consideramos la compleja red de rutas de transduccion de
sefiales que controlan los procesos adaptativos de respuesta a los cambios en las
condiciones ambientales. El estudio de todos esos aspectos sera, muy probablemente,
una de las puertas que se abriran para futuras actuaciones basadas en los resultados que
se obtengan en esta Tesis. No obstante, la relevancia del tema propuesto y sus claras
implicaciones tecnoldgicas, junto con la actual escasez de conocimientos sobre el
mismo y la novedad en la aproximacion metodolégica planteada, creemos que

constituyen suficiente justificacion de la necesidad y prioridad que existe en abordarlo.
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1 Reactivos y material bioldgico

1.1 Reactivos

Los reactivos y kits especificos de biologia molecular se hayan descritos junto con cada

una de las técnicas o protocolos en los que se utilizan, mientras que los reactivos

quimicos generales se detallan en el anexo 1.

1.2 Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas se encuentran descritas en la tabla

que se presenta a continuacion.

Cepa Descripcién/Genotipo Referencia

W303 Levadura de laboratorio Saccharomyces cerevisiae, Thomas y
MATa/MATa {leu2-3,112/leu2-3,112, trpl-1/trpl-1, canl- Rothstein,
100/can1-100 ,ura3-1/ura3-1, ade2-1/ade2-1 his3-11,15/ 1989.
his3-11,15}[PHI"] GAL SUC2 mal0

RS-452  Levadura de laboratorio Saccharomyces cerevisiae, Guarente vy
MATa/MATa {adel-100/adel-100, ura3-52/ ura3-52, leu2- Mason, 1983.
3,112/ leu2-3,112, his4-519/ his4-519} GAL

CECT Levadura industrial Saccharomyces cerevisiae, Meyen: DSM 1848

1990 E.C. Hansen, empleada para la fabricacion de cerveza tipo
lager.

CECT Levadura industrial Saccharomyces cerevisiae, Meyen: NCYC 963

1462 E.C. Hansen, empleada para la fabricacion de cerveza tipo
ale.

W 34/70 Levadura industrial Saccharomyces cerevisiae, Meyen: http://www.he

E.C. Hansen, empleada para la fabricacion de cerveza tipo

lager.

febank-
weihenstephan

.de

Tabla 3. Cepas de levadura utilizadas en este trabajo.
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1.3 Cepas de Escherichia coli

Se utiliz6 la cepa de Escherichia coli DHS5a ( SupE44 AlacU169 (¢80lacZAM15)
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1relAl) (Hanahan, 1983) como huésped para realizar

los diferentes clonajes que se presentan en esta Tesis.

2 Medios, condiciones de cultivo y de conservacion

de los microorganismos

Se prepararon 500 ml de medio de cultivo (suficiente para la preparacion de 20-25
placas Petri) en un matraz Erlenmeyer de 1 litro donde se sometieron a un ciclo de
esterilizacion usando un autoclave “Presoclave II” (J.P. Selecta, Espafa) Las
condiciones del ciclo de autoclave normalmente utilizadas (salvo aquellos casos en los
que se indican otros parametros) fueron: 20 minutos a 121° C y 1.05 Kg/cm®. El agua
utilizada para preparar los medios de cultivo es de calidad reactivo y libre de pir6genos
y se obtuvo de un sistema de purificacion “Elix 5 de la casa Millipore (USA). Para la

preparacion de medio liquido no se afiadi6 agar a la mezcla de componentes.

A continuacidn, se presenta un listado de los diferentes medios de cultivo utilizados, asi
como las cantidades necesarias en gramos para preparar un litro de cada uno de dichos
medios y, entre paréntesis, la concentracion (en porcentaje peso/volumen) de cada

componente en la mezcla final (Burke et al., 2000).

2.1 Medios de cultivo de levaduras
Los cultivos de S. cerevisiae se incubaron a 30° C. Los medios liquidos se mantuvieron

en agitacion a 200 r.p.m. en un agitador orbital “C25 Incubator Shaker” (New

Brunswich Scientific, USA).

- Medio Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD): Este es un medio de uso rutinario

que aporta todos los nutrientes necesarios para que la levadura crezca. Su
composicion es la siguiente:

Extracto de levadura 10g (1%, p/v)

Peptona 20g (2%, p/v)

Glucosa 20g (2%, p/v)
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Agar bacteriologico 20g (2%, p/v)
H,O bidestilada cs.p. 11

En algunos casos, tras autoclavarlo se afiadi6 adenina (0,002%, p/v) y se denomind
YPDA.
Medio rico con triptéfano (YPDT): Se trata del medio YPD ya descrito en el

apartado anterior pero ajustando a un volumen final de 750 ml a los que, una vez
esterilizados, se anadieron 250 ml de una solucién de triptofano de 8 mg/ml
preesterilizada mediante un sistema de filtracion modelo “MF75” (0,45 um de
tamafio de poro) de la marca Nalgene® Labware (Thermo Fisher Scientific, USA).
La cantidad final de triptéfano anadido al medio fue de 0,2% (p/v).

Medio rico con fosfato 10 mM: Se prepara del mismo modo que el YPD so6lo que

ajustando a un volumen final de 900 ml para, tras un ciclo de autoclave, adicionar
100 ml de una solucion de tampon fosfato soédico a pH 5,8 y de concentracion 100
mM, previamente esterilizado, con lo que la cantidad final afadida al medio es de 10
mM.

Medio rico con triptéfano 0.2% (p/v) y fosfato 10 mM: Se trata de medio YPD al

que se le adiciond triptéfano como en el medio YPDT y fosfato como en el medio
anterior.

Medio Minimo (SD): Este medio utiliza el “Yeast Nitrogen Base (YNB) sin

aminoacidos” como fuente de nitrogeno, fosforo, potasio, sulfato, magnesio, calcio,
vitaminas y oligoelementos. El componente YNB sin aminodcidos puede
esterilizarse en el autoclave, pero se preservan mejor las vitaminas si se esteriliza
por filtracidon una solucion acuosa 10 veces mas concentrada (al 7%, p/v) de la que
finalmente presenta en el medio SD. Dicha solucién concentrada se almacena a 4° C.
Ademas, al medio se le afiadi6 glucosa para obtener una concentracion final de la
misma del 2%. El medio SD tiene muy poca capacidad tamponante y, aunque el pH
inicial se encuentra alrededor de 5,5, el pH del medio va cayendo a lo largo del
crecimiento. Por tanto, para obtener un crecimiento Optimo es aconsejable
tamponarlo mediante la adicion de un tampoén acido succinico-Tris 0,5 M pH 5,5 (59
g de 4cido succinico en 1L de agua y se ajusta el pH a 5,5 con Tris), que se afade
hasta una concentracion final de 50 mM. A este medio minimo se le afiadieron los
requerimientos auxotréficos propios de la cepa de levadura que se vaya a crecer en

¢l, excepto el nutriente correspondiente a la auxotrofia que queda completada por la
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presencia de un determinado plasmido. Asi, en el caso de la seleccion de
transformantes de la cepa W303 tras la introduccion del plasmido YEp24, el medio
minimo se suplementa con adenina y los aminoacidos histidina, leucina y triptéfano,
y pasa a denominarse SD-Ura. La adenina y los aminoacidos leucina e histidina
fueron esterilizados mediante un ciclo de autoclave, mientras que el triptofano fue
preesterilizado por filtracion, tal y como se ha descrito en la preparacion del medio

YPDT. En primer lugar se autoclavo el agua junto con el agar, en la siguiente

proporcion:
Agar bacteriologico 20¢g (2%, p/v)
H,0 bidestilada 674 ml
Una vez esterilizado se afiaden las siguientes soluciones preesterilizadas:
Glucosa 100 ml (2%, p/v)
YNB 7% sin aminoacidos
' 100 ml (0,7%, p/v)
y con sulfato amonico
Tampén Acido Succinico- (10%, v/v)
. 100 ml
Tris 0,5 M pH 5,5
Adenina sulfato 6,7 ml (0,002%, p/v)
Histidina 6,7 ml (0,002%, p/v)
Leucina 10 ml (0,01%, p/v)
Triptofano 2,5 ml (0,002%, p/v)

Medio SG: Agar bacteriologico (2%, p/v), glucosa (2%, p/v), “dropout mix” (0,2%,
p/v). Esta ultima mezcla es la combinacion en seco de bases nitrogenadas,
aminodcidos y vitaminas, excepto el suplemento adecuado en el caso de la seleccion
de plasmidos. Se agreg6 al medio antes de esterilizarlo por autoclave. A
continuacion, se muestran los componentes del “dropout mix” y la cantidad

correspondiente dentro de la mezcla (Burke et al., 2000).

Componente Cantidad (g)
Adenina sulfato 0,5¢g
Alanina 20¢g
Arginina 20¢g

Asparragina 20¢g
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Acido aspértico 20¢g
Cisteina 20¢g
Glutamina 20¢g
Acido glutamico 20¢g
Glicina 20¢g
Histidina 20¢g
Inositol 20¢g
Isoleucina 20¢g
Leucina 10,0 g
Lisina 20¢g
Metionina 20¢g
Acido p-aminobenzoico 02¢g
Fenilalanina 20¢g
Prolina 20¢g
Serina 20¢g
Treonina 20¢g
Triptofano 20¢g
Tirosina 20¢g
Uracilo 20¢g
Valina 20¢g

- Medio minimo 165: Se trata de un medio minimo tamponado cuya composicion ha

sido ligeramente modificada respecto de la publicada por Ramos y Wiame (1979).

Se prepar6 mezclando las cinco soluciones siguientes, previamente esterilizadas:

Tampon 165. Contiene: 0,7 g/l de MgSO4 (X 7H,0), 1 g/l de KH,POy, 0,4
g/l de CaCly(x 2 H,0), 0,5 g/l de NaCl, 1 g/l de K,SO4, 10,5 g/l de acido
citrico (X H,O) y 16 ml/l de KOH 10 M. El pH de esta solucion se ajusto a
6,1 con KOH 5M. Esta solucion se esterilizo en el autoclave y se almacend
en oscuridad. Para preparar 1 1 de medio minimo 165 se utilizaron 919 ml
de tampon 165.

Solucién concentrada (1000X) de metales-traza. Se afiadio 1 ml de esta
solucion a 1 1 de medio minimo 165. La solucion de metales-traza
contiene: 10 mg/l de H;BOs, 1 mg/l de CuSO4 (X 5 H,0), 2 mg/l de KI, 4
mg/l de Na;MoOy4 (X 2 H;0), 14 mg/l ZnSO4 (X 7 H,0), 10 g/l de 4cido
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citrico (X H,0O), 400 mg/l MnSO4 (X HyO) y 5 g/l FeCl; (x 6 H,O). Esta
solucion se esterilizd por filtracion y se almacend a 4° C durante un
maximo de 3 meses.

= Solucién concentrada (100X) de vitaminas. Se afiadieron 10 ml de esta
solucion a 1 1 de medio 165. Contiene: 0,25 mg/l de biotina, 100 mg/l de
tiamina-HCI, 1 g/l de inositol, 200 mg/l de pantotenato de calcio, 100 mg/I
de piridoxina-HCI. Esta solucion se esterilizo en el autoclave (112° C, 20
min) y se almacend a 4° C protegida de la luz.

= Glucosa hasta una concentracion final del 3% (p/v), a partir de una
solucion mas concentrada (50%, p/v) y esterilizada en el autoclave.

= Sulfato amonico como fuente de nitrogeno, que se adiciond hasta una
concentracion final del 0,5% (p/v) a partir de una solucion mas
concentrada (50%, p/v) y esterilizada en el autoclave.

= Los nutrientes adicionales requeridos por la cepa en funcién de sus
auxotrofias se afiadieron en las concentraciones finales descritas para el

medio minimo SD.

2.2 Medios de cultivo de bacterias

Los cultivos de E. coli se incubaron a 37° C. Cuando el crecimiento tuvo lugar en medio
liquido, el cultivo se mantuvo en agitacion a 200 r.p.m. en un agitador orbital. Los
medios utilizados fueron:

- Medio Luria-Bertani (LB): Se trata de un medio rico utilizado para el crecimiento de

E. coli. Tras disolver sus componentes se ajusté el pH a 7,0 con NaOH 5 N. Su

composicion es la siguiente:

Triptona 10g (1%, p/v)
Extracto de levadura 5g (0,5%,p/v)
NaCl 10g (1%, p/v)
Agar bacteriologico 20 (2%, p/v)
H,O bidestilada c.s.p. 11

- Medio Terrific-Broth (TB): Se utilizdé este medio cuando interesaba obtener una

mayor cantidad de biomasa de la que se obtiene partiendo del mismo volumen de
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medio LB (como por ejemplo, para minipreparaciones de DNA plasmidico de E

.coli). Su composicion es la que sigue:

A 900 ml de H,O bidestilada se le anade:

Triptona 12¢g (1,2%, p/v)
Extracto de levadura) 24g  (2,4%, p/v
Glicerol 4ml (0,4%, v/v)

Tras disolver los componentes y someterlos a un ciclo de autoclave, se dejo enfriar
hasta 60° C aproximadamente, y se afadieron 100 ml de una solucion estéril que era
0,17 M en KH,POy4, y 0,72 M en K,;HPO,.

Medio SOB: Este fue el medio de cultivo utilizado para el crecimiento de E. coli
para la preparacion de células competentes. Su composicion se muestra a

continuacion:

A 950 ml de agua bidestilada se le afiade:

Triptona 20¢g (2%, p/v)
Extracto de levadura S5¢g (0,5%, p/v)
NaCl 0,5g (0,05%, p/v)

Tras disolver los ingredientes anteriores, se afiadieron 10 ml de una solucion de KCl
250 mM. Se ajusto el pH del medio a 7,0 con NaOH 5 N y por ultimo se llevo el
volumen a 1 litro. Se autoclavd y se guardd hasta el momento de su utilizacion.
Entonces se afiadieron 5 ml de una solucion estéril de MgCl, 2 M.

Medio SOC: Este medio es idéntico al medio SOB, excepto que contiene glucosa 20
mM. Se utiliz6 en la transformacion de células de E. coli. Para su preparacion, tras
su esterilizacion en el autoclave, el medio SOB se dejo enfriar y se afiadieron 20 ml
de una solucion estéril de glucosa 1 M. Se utiliz6 para facilitar la recuperacion de las
bacterias después de haber sido transformadas.

Medios adicionados de antibidtico: Como antibidtico se utilizd ampicilina (cuya

concentracion final en el medio fue de 100 pg/ml). Se utiliz6 para el crecimiento de
bacterias transformadas con plasmidos que confieren resistencia a antibidticos de

tipo beta-lactamico.
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2.3 Conservacion de las diferentes cepas utilizadas
Para su almacenamiento a largo plazo, las cepas se mantuvieron a -80° C en microviales
estériles de 2 ml, con una concentracion final de glicerol estéril al 15% (v/v). Para el uso

diario y continuo de las cepas, se conservaron en medio sélido durante un mes.

2.4 Ensayos de crecimiento en medio liquido y soélido

Para los ensayos de crecimiento en medio solido se realizaron diluciones decimales
seriadas de cultivos liquidos de las cepas de interés, y se transfirieron aproximadamente
3 ul de cada dilucién con la ayuda de un replicador (Sigma-Aldrich Co., USA) a placas
de medio solido con las condiciones diferenciales a estudiar. Posteriormente se
incubaron las placas a 28°, 10° u 8° C durante el tiempo adecuado para cada temperatura
y medio de cultivo. En el andlisis del crecimiento se tuvo en cuenta tanto la mayor

dilucion a la cual atn se observaba crecimiento como el tamafo de las colonias.

Para la obtencion de las curvas de crecimiento de las distintas cepas de levadura, se
inocularon 50 ml de YPD o YPDT, dependiendo del caso, en matraces Erlenmeyer de
100 ml con 10* UFC/ml en todos los casos. Se mantuvieron en agitaciéon constante a
200 r.p.m. a una temperatura de 28° 10° u 8° C. A determinados tiempos se extrajo
muestra para medir la densidad Optica a 600 nm en un espectrofotometro DU® 730
(Beckman Coulter, USA). En los resultados se muestra la media de 3 experiencias
individuales con sus correspondientes desviaciones estandar. Se utilizo la medida de la
densidad optica como medida del crecimiento de la levadura ya que experimentalmente
se obtuvo una correlacion lineal entre la densidad oOptica y unidades formadoras de
colonias por mililitro. Los valores experimentales de las curvas de crecimiento
obtenidas se ajustaron al modelo cinético de Gompertz (Gompertz, 1825) para poder
determinar la duracion de la fase de latencia y el tiempo de generacion. El modelo
cinético de Gompertz es uno de los mas utilizados para describir el crecimiento
microbiano y tal como refleja un estudio donde se comparan diferentes modelos
cinéticos quedd demostrado que se trata de un funcion matematica adecuada para
describir el crecimiento de S. cerevisiae hallando escasa diferencia con el resto de

modelos analizados (Lopez et al., 2006). La ecuacion utilizada es la siguiente:

B(t-M)

N@®=A+{Cle" T}
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Donde N es la densidad optica a 600 nm en un tiempo t, A es la carga microbiana
inicial, C es la cantidad de crecimiento (densidad optica a 600 nm) que se da al
aumentar el tiempo indefinidamente, M es el tiempo al que la velocidad de crecimiento

es maxima, B es la velocidad de crecimiento relativa en el tiempo M y t es el tiempo.

La duracién de la fase de latencia y el tiempo de generacion se definen como los puntos
en los cuales la segunda y la primera derivada, respectivamente, obtienen su valor
maximo. A partir de la ecuacion de Gompertz (de sus derivadas analiticas) se calcularon
los parametros cinéticos mencionados haciendo uso de las siguientes formulas: duracion

de la fase de latencia (h) (A = M — 1/B) y tiempo de generacion (h) (GT = log2 (e / B
0)).

2.5 Determinacion de la resistencia a la congelacion

Para determinar la tolerancia a la congelacion de cada uno de los clones que
sobreexpresaban los distintos genes identificados por conferir mejor tolerancia al frio,
cada una de las cepas que se iban a someter al ensayo se inocul6 en medio YPD liquido
y se crecid hasta alcanzar aproximadamente la mitad de la fase exponencial de
crecimiento (DOgoo= 3). Posteriormente, se recogieron las células por centrifugacion
(13.400 g durante 3 minutos), y luego se resuspendieron en el suficiente volumen de
medio liquido YPD estéril como para lograr una DOgo= 10. De dicha suspension se
tom6 una alicuota para realizar un recuento celular por crecimiento en medio YPD
solido, y el resto se congelo, en alicuotas de 100 pl, a una temperatura de -20° C. Tras
permanecer durante diferentes periodos de tiempo en el congelador, las muestras se
fueron descongelando mediante incubacion durante 10 minutos en un bafio de agua
calentado a 30° C. A continuacion, se determind la viabilidad mediante recuento celular
en placas de medio YPD. La supervivencia de cada clon fue calculada como el
porcentaje de las unidades formadoras de colonias/ml en las muestras congeladas con
respecto a las unidades formadoras de colonias/ml del correspondiente control, es decir,

de la misma muestra antes de congelar.
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3 Teécnicas de transformacion de microorganismos

3.1 Transformacioén de levaduras

Se utiliz6 el método de transformacion basado en el acetato de litio/ DNA
monocatenario de alto peso molecular/polietilenglicol (LiAC/SS-Carrier DNA/PEG) y
choque térmico a 42° C descrito por Gietz y Woods (2002). Es un método relativamente
rapido y reproducible con el que se obtuvo una frecuencia de transformacion entre 10° y

10° transformantes/ug DNA plasmidico.

Para la preparacion del acetato de litio 1.0 M se disolvieron 5,1 g de acetato de litio
dihidratado en 50 ml de agua. Se esterilizdo en autoclave durante 15 minutos y se
almaceno a temperatura ambiente. Para la preparacion de polietilenglicol 3350 (50%,
p/v) se disolvieron 50 g de PEG 3350 en 30 ml de agua bidestilada mediante agitacion
con calor. Tras dejar enfriar se ajusté el volumen a 100 ml y, posteriormente, se
esterilizd en el autoclave en botella de vidrio. Se guard6 a temperatura ambiente bien
cerrado ya que la evaporacion de agua provoca el aumento de la concentracion de PEG,
lo que reduce considerablemente la frecuencia de transformacion. Por ultimo, el DNA
monocatenario de alto peso molecular (2,0 mg/ml) fue preparado disolviendo 200 mg de
DNA de esperma de salmon (Sigma-Aldrich Co. USA) en 100 ml de tamp6n TE (10
mM Tris-HCI, 1 mM Na,EDTA, pH 8,0) con agitacion a 4° C durante 2 horas. Tras ser
sonicado para fragmentarlo, se guardd en alicuotas de 1,0 ml a -20° C. Como paso
previo a su utilizacion se hirvid durante 5 minutos y después se enfrio en un bafio de

hielo.

3.2 Transformacion de E. coli

Se prepararon células competentes de la cepa DH5a de E. coli mediante el método de
Inoue (Inoue et al., 1990) y se conservaron a -80° C. Para la transformacion se siguio el
protocolo descrito por Hanahan (1983). Se afiadieron hasta 25 ng de DNA por cada 50
ul de células competentes en un volumen que no excedié en mas del 5% del volumen de
células competentes. En cada transformacion se incluyeron como controles sendos tubos
con células competentes, a las que se les afiadio, bien una concentracion conocida de
DNA plasmidico superenrollado disuelto en tampén TE, o bien el mismo volumen de
tampon TE. Se mantuvieron en hielo durante 30 minutos y posteriormente se incubaron

a 42° C durante 90 segundos exactamente. Después se enfriaron las células en hielo
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durante 1-2 minutos, se afadieron 800 ul de medio SOC y se incubaron a 37° C durante
45 minutos para permitir que las bacterias expresaran el marcador de resistencia al
antibidtico codificado por el plasmido. Por ltimo, se extendieron alicuotas de 100 pl de
las células competentes transformadas sobre la superficie de placas Petri con medio LB

suplementado con ampicilina.

4 Métodos de manipulacion de acidos nucleicos

4.1 Obtencion de DNA gendémico de levadura

Se partio de un cultivo de levadura en 8 ml de medio YPD, crecido durante 24 horas a
28° C en un agitador orbital operando a 240 r.p.m. Se siguid el protocolo descrito por
Sherman et al. (1986), basado en la digestion de la pared celular con la enzima
Zymoliasa 20T (Seikagaku Corporation, Japan), y una segunda lisis del esferoplasto
resultante con dodecil sulfato s6dico. Ademas, se han incorporado las modificaciones
realizadas posteriormente por Lee (1992), para evitar que posibles inhibidores de
enzimas se aislen junto con el DNA. Posteriormente se purifico el DNA aislado con el
kit denominado “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche Diagnostics GmbH,

Germany).

4.2 Obtencion de DNA plasmidico de levadura

Para el aislamiento de los plasmidos contenidos en las células de levadura se sigui6 el
protocolo descrito por Rose et al. (1990), partiendo de 5 ml de cultivo incubado durante
24 horas, prolongando a 5 minutos el tiempo de agitacion mecénica del sedimento de
células con 0.3g bolitas de vidrio (425-600 um de diametro), 0,2 ml del tampon de lisis
(10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% (p/v) SDS, 2% (p/v) Triton
X-100) y 0,2 ml de la mezcla fenol:cloroformo (1:1) para conseguir una eficiente lisis
celular. Posteriormente se afadieron 0,2 ml de TE (10 mM Tris-HCIL, 1 mM EDTA, pH
8,0) y se volvio a agitar. Tras centrifugar durante 5 minutos a velocidad maxima en una
microcentrifuga, se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo y se afadieron 2
volimenes de etanol agitando vigorosamente. Se volvid a centrifugar, se descartd el

sobrenadante y se lavo el sedimento con etanol al 70% (v/v).
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4.3 Obtencion de DNA plasmidico de E. coli

Dependiendo del proposito del aislamiento se utilizaron dos protocolos alternativos. En
el caso de que el fin fuera la secuenciacion del pldsmido, se hizo uso del protocolo
facilitado por el fabricante del kit, “Pure Link™ Quick Plasmid Miniprep Kit”
(Invitrogen Corporation, USA). Alternativamente, para utilizar el pldsmido con otros
propositos tales como digestion con enzimas de restriccion o para la transformacion de
células de levadura se realizaron las “minipreparaciones” del DNA plasmidico por el
método de ebullicion (Holmes y Quigley, 1981). Siguiendo este protocolo se
resuspendieron las células en 0,5 ml de tampon STET (10% (p/v) sacarosa, 50 mM Tris-
HCI pH 8,0, 50 mM EDTA pH 8,0, 1% (p/v) Triton X-100) que se guard6 congelado
sin necesidad de esterilizarlo. Se procedié a la formacion parcial de protoplastos por
tratamiento con 5 pl lisozima 5% (p/v) (Merck KGaA, Germany), previamente
preparada y guardada congelada en alicuotas de 200 pl. Posteriormente, se efectu6 una
rotura celular suave sumergiendo la suspension de células en un bafio de agua hirviendo
durante 2 minutos. De esta forma el DNA cromosémico queda agregado en un
sedimento viscoso y el pladsmido se extrae en el sobrenadante resultante de una
centrifugacion de la suspension a 15.000 g durante 15 minutos. Basta una precipitacion
con un volumen de isopropanol y otra con 700 pul de etanol-acetato amonico (preparado
con 6 partes de etanol absoluto y 1 parte de acetato amoénico 7,5 M) para que sea posible
digerir el plasmido con endonucleasas de restriccion. Este método es el ideal para
analizar las colonias bacterianas provenientes de una transformacion. Si, ademas se
incluyen tratamientos con RNasa (Roche Diagnostics GmbH, Germany) y fenol, el

DNA plasmidico también es adecuado para llevar a cabo subclonajes.

4.4 Obtencion del RNA total de levadura

El RNA total de S .cerevisiae se aislo y purificod siguiendo el método descrito en Burke
et al. (2000), con algunas modificaciones. Todo el material utilizado para la obtencion
de RNA fue autoclavado fue autoclavado a una sobrepresion de dos atmosferas con
vapor de agua saturado y a 134° C de temperatura durante 1 hora para inactivar las
RNasas. Se partié de 50 ml de cultivo en medio YPD a 10° 6 28° C, dependiendo de la
muestra, en fase de crecimiento exponencial que fueron recogidas mediante
centrifugacion a 3.000 g durante 10 minutos. Las células se lavaron con agua destilada

estéril y se congelaron inmediatamente a -80° C hasta su procesamiento posterior. Las
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células se descongelaron entonces en hielo y se resuspendieron en 0,5 ml de tampon
LETS (0,1 M LiCl, 0,01 M EDTA, 0,01 M Tris-HCI pH 7.4, 0,2% (p/v) SDS). Se
afiadieron 0,5 ml de fenol ajustado a pH 4,3:cloroformo (5:1) y 0,5 ml de perlas de
vidrio (425-600 micras de diametro). La rotura celular se efectué empleando un sistema
comercial de agitacion denominado FastPrep (Savant Instruments Inc. Farmingdale,
USA) mediante 3 ciclos de 30 segundos a 5,5 de velocidad. Posteriormente, se
centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 13.400 g en una centrifuga refrigerada a
4° C. El sobrenadante se extrajo con una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1). El RNA se precipitd por tratamiento del sobrenadante con un volumen de
LiCl 5 M a -80° C durante al menos 3 horas, se recogiod por centrifugacion 13.400 g
durante 15 minutos, se lavo con 200 pl de etanol al 70% (v/v) y se resuspendid en agua
MilliQ estéril. Se volvio a precipitar el RNA con acetato sddico a una concentracion
final de 0,3 M y dos volumenes de etanol al 96% (v/v) frio. Después de 2 horas a -80° C
se recogio el precipitado por centrifugacion, se lavd con etanol al 70% (v/v) y se
resuspendié en agua MilliQ estéril. Se tom6 una alicuota de la solucion de RNA
extraido para verificar su pureza y estado de degradacion. La integridad del RNA se
comprobd mediante electroforesis en un gel TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM
EDTA pH 8,0) al 1% (p/v) de agarosa y aplicando un gradiente de campo eléctrico de
10 V/em durante 10-15 minutos. Se cuantificé por medida de la absorbancia a 260 nm
de un volumen de la muestra de 1 pl mediante un espectrofotometro denominado
NanoDrop”® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA). El
cociente de los valores de la absorbancia a 260 y 280 nm se utilizé como indicativo de
la pureza del RNA obtenido, siendo igual a 2,0 si estd libre de impurezas que absorben
en el ultravioleta. Un valor de dicho cociente inferior a 2,0 indica contaminacién por

proteinas, fenol o material insoluble.

4.5 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de fragmentos de DNA mediante la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) se llevd a cabo segin procedimientos estandares (Sambrook y
Russell, 2001). Esta metodologia se empled para la clonacioén de genes y para la sintesis
de sondas que mas tarde se marcaron con digoxigenina. El volumen final de la reaccion
fue de 50 pl utilizando como molde 100 ng 6 10 ng de DNA gendémico o plasmidico,

respectivamente. Se utilizaron desoxinucleétidos trifosfato (ANTP’s) PureExtreme™
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dNTPs (Fermentas International Inc., Canada) cuya concentracion final en el ensayo
fue, para cada uno de ellos, de 200 uM. La concentracidn final en el tubo de reaccion de
cada uno de los cebadores, directo y reverso, fue de 300 nM. Todos los cebadores se
disefiaron mediante el programa informatico ‘“Primer Premier 5 (Premier Biosoft
Internacional, USA) y su secuencia se muestra en la tabla 4. Se utilizaron 2,6 unidades
de la mezcla de DNA Polimerasas termoestables denominada “Expand High Fidelity
PCR System” (Roche Diagnostics GmbH, Germany), utilizando como tampon de
reaccion el proporcionado por el fabricante de dicho producto y afiadiéndole cloruro
magnésico hasta una concentracion final de 1,5 mM. Las reacciones de PCR se llevaron
a cabo en un termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf AG, Germany). En
todos los casos el programa de amplificacion consistido en una desnaturalizacion inicial
de 2 minutos a 94° C seguida de una repeticion de ciclos, en nimero variable segun el
caso, y consistentes en un paso de desnaturalizacién de 30 segundos a 94° C, un paso de
hibridacion de los cebadores con el molde y un paso de extension de la cadena naciente.
Una vez completado el nimero necesario de ciclos, se realizé una extension final a 72°
C para, finalmente, enfriar y mantener la mezcla de reaccion a 4° C hasta su posterior
analisis mediante electroforesis en geles de agarosa. Las condiciones de hibridacion y
de extension, el numero de ciclos y la secuencia de los cebadores utilizados se

especifican en la tabla 4.
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Gen Secuencia de los cebadores (5°- 37) Hibridacion Extension N° Ciclos
D: AGCAGATCTACAAATACCCTAAAGAAGCTACGG )
TAT2 68°C,30s 72° C, 2 min 30
R: AGCAGATCTCGGTATTAACACCAGAAATGG
D: GTTAGATCTGCAGCTTGGAGTATGTCTGT
TRP1 58°C,30s 72°C,45s 30
R: GTTTAGATCTTTTATGCTTGCTTTTC
D: TGATCAGATCTGTAAAGGATAATGCGACACCG o o .
TAT1 69°C,30s 69° C, 3 min 30
R: TGATCAGATCTGAGTGGCAACGAAAGCCCGAT
D: GATCAAGATCTCACAAAGCTTCCACCTTGCACC .
BAP2 64°C,30s 69° C, 3 min 30
R: GATCAAGATCTCGCTGGAAGGGATAGGCAAGAA
D: TACATGGATCCCAAGCAACCGATACTCAACAC .
TIP1 69°C,30s 69° C, 3 min 30
R: TACATGGATCCGAAGAGGGTCTGGTCCTGTCT
D: TCAGCGGATCCACGGGGATACCTAGCC .
ASI2 60°C,30s 72° C, 3 min 35
R: TCAGCGGATCCATTTTGAAAGAAGCCCA
D: TCAGCGGATCCATGCCTCGTTTCCGATTCTTC .
PGA1 66,4°C, 30s 72°C, 1 min 20 s 40
R: TCAGCGGATCCAGCTTCATTTCGTTGGGCG
D: TGATCAGATCTGTTGTCACACTTCCGCCC .
NSG2 56,5°C,30s 72°C, 1 min45s 35
R: TGATCAGATCTGCCTCAACCGCTGGTGTA
D: TCAGCGGATCCGAAATGACCACCTTGCGA .
PRO2 60,5°C, 30s 72° C, 4 min 35
R: TCAGCGGATCCAACAGCGTTCTCCTCCGA
D: TCAGCGGATCCGAGCAAAAACGCTACAACA :
UBP11 56,5°C, 30s 72° C, 3 min 35
R: TCAGCGGATCCATCAAGACAGAGCCACACC
D: TGATCCCGGGAATATCGGGACGCTGACGG .
PCK1 56,2°C,30s 69°C, 1 min40 s 35
R: TGATCCCGGGCAAAACAGAAATGTCTAGCG
D: TGATCCCGGGCTAAATGTCCTGGGGTTGC .
YKRO96W 58,9°C,30s 72 °C, 4 min 35
R: TGATCCCGGGCGGTGAGTAGAATTGGTGT
D: TGATCGGATCCTTGGCAGCATGATGCAACCACA .
PHO84 64,7°C, 30s 72°C,2 min 20 s 35
R: TGATCGGATCCTGCTCTGCTCTGGCACCAGCCA
D: TGTACGGATCCGAGTCGTTTGAAGTCATCTCCG .
GTR1 68,7°C, 30 s 72°C, 1 min 20 s 35
R: TGTACGGATCCTTATGCCCCGCAAACACTCAA
D: TGTACGGATCCTTATGCCCCGCAAACACTCAA .
PHO84:GTR1 56°C,30s 68°C,2min 40 s 35
R: TGATCGGATCCTGCTCTGCTCTGGCACCAGCCA
D: TGATCGGATCCAAAACTACGGTAAAGGCGGC .
PHO87 64,7°C,30s 72°C,3min 30 s 35
R: TGATCGGATCCTTTGGGTTCGAGAGGGGTGC
D: TGTACGGATCCGCCGCAGCTACAGCCGTT i
PHO90 65°C,30s 72°C,3 min 30 s 35
R: TGTACGGATCCACTCCCAACCGATCACATG
D: TGTACGGATCCGGTTTGAGTCGGTTCCT .
YCRO15C 63°C,30s 72°C, 1 min 25 s 35
R: TGTACGGATCCGAGACCGATTACGGAGAT
D: TGTACGGATCCGATTCCGGGCTTGCGCAT
SNR33 68,7°C,30s 72°C40s 40

Tabla 4. Secuencia de los cebadores (D: directo, R: reverso) y condiciones de amplificacion para cada fragmento

amplificado por PCR. En rojo se indican los nucledtidos afiadidos que no hibridan con el DNA molde y

subrayados los nucledtidos que forman parte de los sitios de corte de las endonucleasas de restriccion utilizadas

en el clonaje.
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4.6 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Tanto los productos de PCR como los plasmidos procedentes de diferentes subclonajes
se analizaron mediante electroforesis horizontal sumergida, utilizando geles de agarosa
al 1% (p/v). Los geles se prepararon en tampén TAE 1X (40 mM Tris-acetato, | mM
EDTA pH 8,0) que también fue usado como tampon de electroforesis. Una vez
terminada, bien la reaccion de amplificacion, o bien la digestion con enzimas de
restricceion, se tomd una alicuota de la mezcla de reaccion y se le afiadio el tampon de
carga para acidos nucleicos (30% (v/v) glicerol, 60 mM Tris-HCI pH 7,5, 60 mM
EDTA, 0,36% (p/v) Xileno cianol FF, 3,6% (p/v) Tartrazina) (Invitrogen Corporation,
USA). Se usaron como patrones de tamafio molecular, bien los fragmentos generados al
digerir el DNA del fago A con la endonucleasa de restriccion HindIII (TrackIt™ A
DNA/HIndIIl Fragments, Invitrogen Corporation, USA), o bien un patron de pesos
moleculares en escalera conteniendo fragmentos con diferencias entre si de 100 pares de
bases y que abarcan el intervalo desde 100 hasta 1500 pb (TrackIt™ 100 bp DNA
Ladder, Invitrogen Corporation, USA). Tras el proceso de separacion electroforética, el
gel fue sumergido durante 45 minutos en una solucion conteniendo 0,5 pg/ml del agente
intercalante fluorescente bromuro de etidio en tampén TAE 1X, disolucion que en todo
momento se mantuvo preservada de la luz. Esta solucion se prepar6é a partir de una
soluciéon madre concentrada de 10 mg/ml, que se conservo a 4° C y también siempre
preservada de la luz. Los resultados fueron visualizados mediante un transiluminador de
luz ultravioleta (Vilber Lourmat, France) operando a 365 nm. El sistema de
documentacién digital empleado para capturar la imagen del gel bajo la luz UV fue el
denominado “Gel Logic 100” (Eastman Kodak Company, USA) junto con el programa
informético “Kodak 1D Image Anélisis Software, v3.6.1” (Eastman Kodak Company,
USA).

4.7 Cuantificacion de DNA

La cuantificacion del contenido en DNA de las soluciones de los diversos fragmentos ya
purificados, se realiz6 por espectrofotometria, analizando 1 pl de muestra con el sistema
“NanoDrop” ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer” junto con el programa informatico

“ND-1000 3.2.0” (Thermo Fisher Scientific, USA).
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4.8 Clonaje a partir de productos amplificados

Para llevar a cabo el subclonaje de los diversos genes contenidos en los insertos
procedentes de cada uno de los plasmidos aislados en los distintos cribados de la
genoteca, se utilizo el vector episomal de expresion en levadura denominado YEp24
(New England Biolabs, USA), que también es capaz de replicarse en E. coli. Este vector
lanzadera presenta como marcador auxotréfico para levadura el gen URAS3 y confiere
resistencia a ampicilina en E. coli debido a la presencia del gen bla. Como consecuencia
del disefio de los cebadores de cada una de las reacciones de PCR, los distintos
productos que se obtienen contienen en sus extremos sitios de corte para diferentes
endonucleasas de restriccion, que sirven para clonarlos en el vector YEp24 digerido con
la misma endonucleasa, o con una que genere extremos compatibles. Las enzimas
utilizadas se detallan en la tabla 5, asi como el tamafio del inserto y el analisis de los
fragmentos de restriccion del plasmido resultante del subclonaje. Todas las digestiones
con las endonucleasas de restriccion se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones
proporcionadas por los respectivos fabricantes de cada enzima. Una vez comprobada la
digestion, los fragmentos se purificaron con el kit comercial “UltraClean PCR Clean-up
DNA Purification Kit” (MO BIO Laboratories Inc., USA) siguiendo las instrucciones

del fabricante. Finalmente se precipitaron de manera estandar con etanol.

Tras la digestion y purificacion del vector, éste se tratd con fosfatasa alcalina procedente
de gamba (Roche Diagnostics GmbH, Germany) para desfosforilar sus extremos,
afiadiendo 1 unidad de enzima por cada ug de vector linearizado e incubando durante 1
hora a 37° C. De esta forma se intentd minimizar la recircularizacion del vector durante
la ligacion. La fosfatasa alcalina se inactivo calentando 10 minutos a 65° C. Previamente
a la purificacion final del vector con el mismo kit comercial anteriormente mencionado
para el caso de la purificacion de los fragmentos, se realizd una extraccién con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), seguida de una precipitacion estandar

con etanol.

En la reaccion de ligacion se mezclaron 300 ng del vector linearizado y desfosforilado y
la cantidad suficiente de inserto para alcanzar una proporcion, en cuanto al nimero de
moles, de 1:3 entre el vector y el inserto, junto con 0,3 unidades Weiss de la enzima

DNA ligasa
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Enzima restriccion Tamafio Analisis fragmentos restriccion
Plasmido Vector Inserto ) Framentos (pb)
Inserto Enzima
YEp24 (pb) Orientacion a Orientacion b
3.469 5.531
YEp24.TAT2 BamHI BgllI 2.281 Pvul 4.037 2.544
2.544 1.975
4.790 5.353
YEp24.TRP1 BamHI Bglll 767 Xbal
3.746 3.183
7.171 8.642
YEp24.TAT1 BamHI Bglll 2.435 Ncol
3.033 1.562
3.757 5.364
YEp24.BAP2 BamHI Bglll 2.834 Xbal
6.846 5.239
5.392 5.597
YEp24.TIP1 BamHI BamHI 1.613 Xbal
3.990 3.785
5.533 5.693
YEp24.ASI2 BamHI BamHI 1.850 Xbal
4.086 3.926
7.507 7.096
YEp24.PGAl BamHI BamHI 1.225 Ncol
1.487 1.898
8.002 7.075
YEp24.NSG2 BamHI BgllI 1.739 EcoRV 909 1.522
595 909
9.222 8.407
YEp24.PRO2 BamHI BamHI 2.465 Sphl
1.012 1.827
4.273 6.770
YEp24.UBP11 BamHI BamHI 3.073 EcoRI 4.328 2.241
2.241 1.831
8.968 8.312
YEp24.PCK1 Xmal Xmal 2.541 BamHI
1.348 2.004
7.356 10.922
YEp24.YKR096W Xmal Xmal 4.105 Sall
4.515 952

Tabla 5. Plasmidos recombinantes construidos para el subclonaje individual de los genes
seleccionados. Se indican las enzimas de restriccion utilizadas para la preparacion del vector de
clonaje y del inserto asi como su tamaifio tras la digestion. Por Gltimo se indica el analisis de
restriccion del plasmido resultante del subclonaje (Orientacion a: cadena de Watson del inserto no
coincide con el sentido de transcripcion del gen URA3 de YEp24; orientacion b: cadena de

Watson del inserto coincide con el sentido de transcripcion del gen URA3 de YEp24).
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Enzima restriccion Tamafio Analisis fragmentos restriccion
Plasmido Vector Inserto Enzima Framentos (pb)
Inserto
YEp24 (pb) Orientacion a Orientacion b
7.311 8.231
YEp24.PHO84  BamHI BamHI 2.164 Ncol
2.622 1.702
7.705 6.916
YEp24.GTR1 BamHI BamHI 1.281 EcoRV 909 1.225
436 909
YEp24.PHO84 7.311 10.143
BamHI BamHI 4.076 Ncol
:GTR1 4.534 1.702
7.804 10.549
YEp24.PHO87  BamHI BamHI 3.189 Sphl
3.154 409
8.590 8.030
YEp24.PHO90  BamHI BamHI 3.242 Ncol
2.421 2.981
4.679 4.278
YEp24.YCRO15C BamHI BamHI 1.371 Sspl 3.462 3.863
997 997
4.268 4.461
. 2.167 2.167
YEp24.SNR33 BamHI BamHI 549 HindIII
1.166 1.166
717 524

Tabla 5. (Continuacion)

del bacteriéfago T4 (Roche Diagnostics GmbH, Germany) y el tampo6n suministrado por

el propio fabricante, y todo ello en un volumen final de 10 pl. La reaccion se llevo a

cabo a 16° C durante 16-18 horas. Como control de la capacidad de recircularizacion del

vector se realizé una reaccion de ligacion paralela en la que el inserto se omitio.

A continuacion se procedid a realizar la transformacion de células competentes de E.

coli, tal y como se indica en el apartado 3.2 del presente capitulo. Una vez recogidos los

transformantes se aislé el DNA plasmidico por el método ya descrito en el apartado 4.3.

Tras obtener los plasmidos, se comprobo6 la presencia del inserto mediante la digestion

con las enzimas de restriccion apropiadas, verificando en un gel de agarosa la presencia

de las bandas de DNA con los pesos moleculares correspondientes que se indican en la
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tabla 5. Para cada clonaje se llevaron a cabo una media de 30 “minipreparaciones” de

DNA plasmidico con sus correspondientes digestiones.

4.9 Secuenciacion y andlisis de las secuencias

Los plasmidos seleccionados se secuenciaron en las dos hebras mediante una
modificacion del método enzimatico de Sanger (Sanger et al., 1977) en la que la sintesis
de las cadenas se lleva a cabo mediante una reaccion de PCR y usando la Taqg DNA
polimerasa. Se trata de una sintesis controlada de DNA que genera fragmentos que
terminan en puntos especificos de la secuencia diana cuando la polimerasa incorpora un
dideoxidonucledtido trifosfato (ddNTP) marcado con un fluorocromo, que actiia como
terminador. Se utiliz6 para ello, el kit comercial “Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit v3.1” (Applied Biosystems Corporate, USA), que contiene todos
los componentes requeridos para la reaccion de secuenciacion; los cebadores YEp24Bd
5’-TCGCTACTTGGAGCCACTATC-3’ y YEp24Br 5’-
CAGCAACCGCACCTGTGGC-3’ y el termociclador “ABI GeneAmp PCR System
9700 thermal cycler” (Applied Biosystems Corporate, USA). La resolucion y analisis de
los productos marcados fue realizada con un equipo de secuenciacion automatica “ABI
Prism® 3100 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems Corporate, USA). La
secuenciacion fue llevada a cabo por el Servicio de Secuenciacion del Instituto de

Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP).

El andlisis y comprobacion de las secuencias se llevo a cabo mediante el programa
informatico “Chromas v2.31” (Technelysium Pty. Ltd., Australia). Las secuencias
obtenidas fueron comparadas con las depositadas en la base de datos Saccharomyces
Genome Database™, a través de su pagina web (http://www.yeastgenome.org/) usando

el programa BLAST.

5 Amplificacion y cribado de una genoteca de S.

cerevisiae

5.1 Amplificacion de la genoteca de S. cerevisiae
En cuanto a la genoteca de S. cerevisiae, se amplifico una copia de la genoteca
construida por M. Carlson en el laboratorio de D. Botstein (Carlson y Botstein, 1982),

que contiene fragmentos gendmicos de tamafio superior a 10 Kb, obtenidos tras una
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digestion parcial con Sau3Al del DNA gendmico de la cepa de S. cerevisiae S288C, y
clonados en el sitio BamHI del vector multicopia YEp24. La genoteca consta de tres
“pool”, cada uno de los cuales proviene de unos 7.000 transformantes de E. coli.
Después de la amplificacion de cada “pool” por separado mediante crecimiento sobre
una membrana “Hybond-N+" (GE Healthcare UK Ltd, UK) circular colocada en la
superficie de placas Petri con medio SOB conteniendo ampicilina, se recogieron las
colonias. Se aislaron y purificaron los plasmidos portados en las células mediante el kit
“Wizard® Plus Maxipreps DNA Purification System” (Promega Corporation, USA).
Asi pues, esta genoteca es la que se utilizo en los siguientes pasos para buscar los genes

de levadura que por sobreexpresion den tolerancia a frio.

5.2 Condiciones de transformacion de la genoteca

Antes de proceder al cribado y andlisis de la genoteca, hubo que introducirla en
levadura, por lo que cada una de las preparaciones de plasmidos procedentes de los
distintos “pool” se empled en la transformacién de la cepa de laboratorio de S.
cerevisiae W303 cuyo genotipo se haya descrito en la tabla 3. Como se puede observar,
elegimos para la transformacion una cepa diploide, evitando de esta forma la
interferencia de mutaciones recesivas que pudieran afectar en el andlisis del fenotipo
buscado. La transformacion se llevé a cabo mediante el protocolo descrito en el
apartado 3.1. La seleccion de los transformantes se efectud por crecimiento en medio
SD-uracilo (medio minimo adicionado de los requerimientos auxotréficos de la cepa a
excepcion de uracilo que es complementado por el gen URA3 presente en el plasmido

YEp 24) y 2 28° C.

5.3 Condiciones de cribado de la genoteca
5.3.1 Cribado de la genotecaa 10°C

Una vez recogidos los transformantes, se efectud la seleccion de aquellos clones que
confirieron al diploide de la cepa W303 la capacidad de crecer a 10° C (la cepa
practicamente no crece a esa temperatura en los medios utilizados en este experimento)
por incubacién a dicha temperatura y en tres medios de cultivo distintos: YPD (medio
completo y complejo), SG (medio completo sintético) y SD con adenina, histidina,

leucina y triptéfano (medio minimo adicionado de los requerimientos autotréficos de la
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cepa con la excepcion del uracilo que es complementado por el gen URA3 presente en el

plasmido YEp24).

En primer lugar, se pusieron a punto las condiciones de analisis de la capacidad de
crecimiento en frio en lo que se refiere al periodo de incubacidon necesario para cada uno
de los medios. Las mejores condiciones resultaron ser de 10 dias para YPD, y de 15 dias
para SG y SD con adenina, histidina, leucina y triptéfano. En todos los andlisis que
realizamos siempre se incluyé un control negativo, que para el caso de crecimiento en
YPD es la cepa W303, y para el medio SD es la misma cepa transformada con el vector

YEp24.

5.3.2 Cribado de la genotecaa 8°C

Sobre los mismos transformantes que se obtuvieron al introducir la genoteca en
levadura , se efectud la seleccion de aquellos clones que confirieron a la cepa W303 la
capacidad de crecer a 8° C por incubacién a dicha temperatura en medio de cultivo

YPDT (la cepa practicamente no crece en ese medio a esa temperatura).

5.4 Analisis de los clones seleccionados

Este analisis consisti6 en dos experiencias paralelas para demostrar la asociacion
inequivoca entre presencia de plasmido y la adquisicion del fenotipo estudiado. Por un
lado, se comprobd que la eliminacion del plasmido, mediante pases sucesivos en medio
YPD, conlleva la pérdida de la capacidad de crecimiento en frio. Por otro lado, se
evidencid que el plasmido es el responsable del fenotipo buscado al aislar y purificar el
plasmido de cada clon seleccionado de levadura, rescatarlo en E. coli y reintroducirlo de
nuevo en la cepa de levadura W303. De esta manera quedaron excluidos todos aquellos
clones cuya mejora en el fenotipo se debia a una mutaciéon cromosémica. Los clones en
los que qued6 demostrada la asociacion biunivoca entre la presencia del plasmido y del
fenotipo, fueron secuenciados y las secuencias obtenidas se confrontaron con las
depositadas en la base de datos del genoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae

(http://www.yeastgenome.org), delimitando asi los fragmentos gendmicos contenidos en

cada inserto.
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5.5 Subclonaje de genes candidatos

Una vez identificados los fragmentos cromosomicos presentes en los distintos clones, se
procedi6 al subclonaje de cada uno de los genes que, en funcion de los datos publicados
y a tenor de lo expuesto en la Introduccion sobre el conocimiento actual con respecto a
la tolerancia al frio, “a priori” parecian tener mas posibilidades de ser los responsables
del fenotipo cuando se sobreexpresen. A partir de este momento nos referiremos a
dichos genes como “genes candidatos”. Su subclonaje se efectud en el mismo vector
multicopia en el que se habia construido la genoteca, el plasmido YEp24 y con las
construcciones resultantes se volvid a transformar la cepa W303 para verificar si su
sobreexpresion confiere a dicha levadura una mayor tolerancia al frio. Para ello se
amplifico la region del cromosoma que comprende al promotor y a la pauta de lectura
abierta de cada uno dichos genes candidatos partiendo del DNA genomico de la cepa
W303 mediante la técnica de PCR (las condiciones para la amplificacion de cada uno de
los genes se describen en la tabla 4). Tras verificar por electroforesis la correcta
amplificacion, cada fragmento fue digerido con la correspondiente enzima de restriccion
cuya secuencia de corte se habia incorporado en el disefio de los cebadores de la
reaccion de PCR para después ligarlo con el vector YEp24 que también habia sido
digerido adecuadamente y desfosforilado, tal y como se indica en el apartado 4.8 del
presente capitulo y en la tabla 5. A continuacion, se transformaron células de
Escherichia coli con la mezcla de ligacion. Entre los transformantes obtenidos se
procedié a identificar aquellos que contenian la construccién correcta mediante el
analisis de los fragmentos de restriccion generados al digerir los plasmidos aislados de
los transformantes, y su posterior verificacion por secuenciacion del inserto que
contenian. Con los plasmidos positivamente identificados se transformo la cepa de
levadura W303. Finalmente, los transformantes de levadura en los que se habia
subclonado de forma individual cada uno de los genes candidatos se sometieron a un
ensayo de crecimiento a baja temperatura (8° ¢ 10° C) en medio YPD para determinar si
su sobreexpresion era o no la responsable del aumento de la tasa de crecimiento a bajas

temperaturas.
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5.6 Hibridacion con sondas de DNA marcadas con

guimioluminiscencia
Como consecuencia de los resultados obtenidos en el primer experimento de cribado de
la genoteca se decidio identificar de entre los clones estudiados que confirieron a la cepa
W303 la capacidad de crecer a 10° C, aquellos que presentaban un plasmido con un
fragmento cromosdmico que incluia o bien el gen TAT2/YOLO20W o bien el gen
TRP1/YDROO7W. Para ello, se decidié proceder a la hibridacion con sondas de DNA
que contenian la region del cromosoma que comprende la pauta de lectura abierta de

cada uno de dichos genes.

En primer lugar se procedio al aislamiento de los plasmidos de los clones de interés y su
posterior introducciéon en células bacterianas siguiendo los protocolos descritos
anteriormente para el aislamiento de DNA plasmidico de levadura (apartado 4.2) y
transformacion de E. coli (apartado 3.2), respectivamente. Se crecieron las colonias
bacterianas en placas de agar de 140 mm para posteriormente colocar sobre las mismas
una membrana cargada positivamente Hybond-N+ (GE Healthcare UK Ltd, UK). Se
dejo crecer durante 4 horas y se procedio a la lisis celular y fijacion del DNA, para lo
cual se siguid el protocolo descrito por Sambrook y Russell (2001) y basado en el

protocolo original de Grunstein y Hogness (1975).

A continuacion se muestran los cebadores diseiados para la amplificaciéon por PCR de
un fragmento que sirviera de base para preparar una sonda homologa a una secuencia

interna de la pauta de lectura abierta del gen TAT2:

TAT2D: 5’>-AGCAGATCTTACGCAACACACTCTCATATGAC-3’
TAT2R: 5’-AGCAGATCTCGGTATTAACACCAGAAATGG-3’

Andlogamente, se diseiid otra sonda para el gen TRP1 utilizando los cebadores citados
en la tabla 4 del apartado 4.5 del presente capitulo. Las condiciones Optimas para la

reaccion de amplificacion se describen en la misma tabla.

Una vez obtenidos los fragmentos de interés se procedi6 a realizar el experimento de

hibridacion Southern siguiendo el protocolo facilitado por el fabricante del kit “Dig high
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prime DNA labeling and detection starter kit II” (Roche Diagnostics GmbH, Germany),
que utiliza un marcaje de la sonda con digoxigenina-11-dUTP en una reaccion de
sintesis del fragmento con cebadores que hibridan al azar y utilizando un sistema de

deteccion inmunologico.

Por tltimo, se secuenciaron los insertos contenidos en los plasmidos procedentes de los
clones que no hibridaron con ninguna de las dos sondas y se procedi6 a identificar los
genes responsables de la mejora del crecimiento a 10° C tal y como se describe en el

apartado 5.5 del presente capitulo.

6 Cuantificacion de la expresion de los genes TATZ2,
TAT1y PHO90

A partir de 50 pg del RNA total extraido de las células de levadura tras su crecimiento
en las distintas condiciones en las que se queria comparar la expresion de los genes en
cuestion, se sintetizaron los correspondientes cDNAs mediante transcripcion reversa
utilizando el sistema SuperScript II RT-PCR (Invitrogen Corporation, USA). El anélisis
de la expresion de los genes TAT1, TAT2 y PHO90 mediante PCR cuantititativa a
tiempo real se llevo a cabo utilizando el programa “LightCycler Software v4.0” en el
termociclador LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics GmbH, Germany). El gen ACT1,
cuya expresion no se modifica por las bajas temperaturas (Homma et al., 2003), se ha
utilizado como control interno para normalizar los valores obtenidos respecto a la
cantidad de cDNA sintetizado en cada muestra. En la reacciéon de amplificacion se
utilizaron 50 ng de cDNA , 4 ul de “LightCycler Tagman Master” (Roche Diagnostics
GmbH, Germany), la sonda de hidrolisis Tagman disefiada para cada gen a una
concentracion final de 0,1 pM y los dos cebadores cuya concentracion final para cada
uno fue de 0,5 pM. Esta mezcla se transfirié a un capilar frio, se sello y centrifugd
(utilizando adaptadores) muy brevemente. Se situaron los capilares en el carrusel del
aparato previamente programado con los ciclos a los que iban a ser sometidas las
muestras. Las sondas de hidrolisis Tagman utilizadas se componen de una secuencia de
8 6 9 nucledtidos y pertenecen a la coleccion de sondas de “Universal Probe Library”
(Roche Diagnostics GmbH, Germany). Para la determinacion de la sonda adecuada para
cada gen, asi como para el disefio de las parejas de cebadores se utilizo el software

“ProbeFinder software v2.31” (Roche Diagnostics GmbH, Germany). Las parejas de
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cebadores utilizados, el nimero de la sonda utilizada, asi como las condiciones de cada

reaccion se describen en la tabla 6.

La cuantificacion mediante PCR cuantitativa se basa en la determinacion del ciclo
umbral (Ct, por su nomenclatura en inglés “threshold cycle”) para cada cDNA en cada
experimento de PCR cuantitativa. El Ct para una muestra se define como el nimero de
ciclos de PCR minimos a partir del cual la sefal de fluorescencia es mayor que un
determinado valor de la intensidad de la fluorescencia que es estadisticamente distinto y
superior al del ruido de fondo (que es el que hay en el capilar al principio del
experimento), por lo que en realidad es el numero de ciclos necesarios para detectar la
formacion del producto de la reaccion de PCR (Schefe et al., 2006). Asi los valores de
Ct de diferentes muestras son usados para calcular la abundancia del cDNA molde en
cada muestra, ya que el valor de Ct es directamente proporcional a la cantidad de cDNA
inicial. La eficiencia de una reaccion de PCR viene determinada por la naturaleza de los
cebadores y el producto amplificado, y en segundo término por las condiciones de
reaccion (tiempos y temperaturas de hibridacion y extension, concentracion de reactivos
y enzima, etc.). La eficiencia de cada reaccion fue calculada realizando reacciones de
PCR cuantitativa a partir de diluciones seriadas del cDNA molde. A partir de los datos
obtenidos en cada una de dichas amplificaciones, se represento el Ct frente al logaritmo
de la cantidad de molde utilizado, donde la pendiente de la recta obtenida nos da la
eficiencia de la reaccion. Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando el

modulo de cuantificacion relativa del programa “LightCycler Software v4.0”.

N°sonda
Experimento Secuencia del cebador (5°- 3”) “UPL” Hibridacion Extension N° Ciclos

D:GGTATACCGTATTCTGCTGATTTACA
gqTAT1 157 60°C,,30s 72°C, 15 45
R:TGGAACAAGAAAGCAAACCA

D:GTACGAGGTTTTGGGGAAGC
qTAT2 31 60°C,30s 72°C, 1s 45
R:TCCGCAAACTGTTATTGCTTT

D:GAAGGTCGTCTTCCGCATC
qPHO90 25 60°C,30s 72°C, 1s 45
R:TGTCTAATTGCAGATTTTCGTTG

D:GAAGATCTTGAGTGAACGTGGTT
gACT1 22 60°C,30s 72°C, 15 45
R:TCACGGACAATTTCTCTTTCAG

Tabla 6. Parejas de cebadores utilizados en las reacciones de cuantificacion relativa, nimero de la
sonda utilizada perteneciente a la coleccion “Universal Probe Library (UPL)” y condiciones para

cada amplificacion por PCR en tiempo real.



MATERIALES Y METODOS

83

7 Ensayo de transporte de triptéfano

Se midi6 a distintas temperaturas y para distintas cepas o clones, la velocidad inicial de
transporte de triptofano marcado radiactivamente. La estirpe de levadura en cuestion se
cultivé en agitacion (200 r.p.m.) a la misma temperatura que después se realizaba el
ensayo de transporte (28° 6 10° C) en 50 ml de medio minimo 165 con los nutrientes
adicionales requeridos, hasta la fase exponencial temprana de crecimiento (DOggo= 0,4-
0,6). Posteriormente se resuspendieron las células en el mismo volumen en medio
minimo 165 con los nutrientes adicionales requeridos a excepcion de triptofano. Se
mantuvieron las células en agitacion (200 r.p.m.) en este medio de ayuno de triptéfano
durante 2 horas para el caso del ensayo a 28° C, y durante 16 horas para el caso del
ensayo a 10° C. Una vez concluida esta fase de ayuno se tomoé una alicuota para realizar
un recuento de unidades formadoras de colonias y se inicid el ensayo de transporte
mediante la adicion 24 pl de L-[5-H]Triptéfano (29,0 Ci/mmol, 1.0 mCi/ml) (GE
Healthcare UK limited, UK) junto con 30 pl de triptofano frio (8 mg/ml) a 12 ml de

cultivo.

La mezcla se incub6 sumergida en un bafio con agitacion a la temperatura del ensayo,
28° 6 10° C y, a tiempos regulares comprendidos entre 0 y 20 min, se tomaron 11
muestras de 1 ml. Las células se recogieron por filtraciéon a través de un filtro tipo HA
de 0,45 um de diametro de poro y 25 mm de didmetro (Millipore, USA). Cada filtro se
lavé dos veces con 15 ml de una solucion “fria” de triptéfano 10 mM, es decir, no
marcado radiactivamente y mantenido a una temperatura de 4° C. Se introdujo cada
filtro en un vial con 10 ml de liquido de centelleo Filter Count (Perkin Elmer, USA), se
agitd suavemente y se incubd a temperatura ambiente hasta que el filtro se deshizo. Las
muestras se midieron en un contador de centelleo Wallac 1409 (Perkin Elmer, USA).
Como control de la radiactividad adsorbida inespecificamente a las células, se tomd 1
ml del cultivo en el medio de ayuno de triptofano antes de afiadir el triptofano marcado,
se filtrd, lavandose el filtro con una mezcla de 15 ml del triptéfano frio y 2 pl del

triptofano marcado, seguido de otros 15 ml del triptéfano frio.

Para el calculo de la velocidad inicial se determino el valor de la pendiente de la recta
tangente en el origen a la curva obtenida a partir de la representacion de las medidas de

incorporacion del triptéfano marcado frente al tiempo.
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Cada cepa fue ensayada a dos temperaturas, 28° y 10° C, y se realizaron dos repeticiones

para cada temperatura y cepa.
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1 Seleccion de clones gque mejoran la capacidad de

crecimiento a 10°y 8°C

Para proceder al cribado de la libreria genomica de S. cerevisiae, primero habia que
introducirla en una cepa de levadura y para ello se eligié transformar, con el conjunto de
plasmidos que forman la genoteca, al diploide de la cepa W303. Se utiliz6 dicha cepa
por ser una cepa de levadura de laboratorio estdndar y que presenta la ventaja de que es
facil de transformar. Para realizar el cribado de la libreria gendmica se sigui6 un disefio
experimental similar, a excepcion de la cepa de levadura, al utilizado para la
identificacion de los genes HAL de levadura implicados en la tolerancia a la salinidad
(Gaxiola et al., 1992). Ademas, la misma estrategia y modelo experimental se prob6 con
excelentes resultados (comunicacion personal del Prof. Ramén Serrano) cuando se
utiliz6 para identificar genes procedentes de Beta vulgaris que, por sobreexpresion en la
cepa W303 de S. cerevisiae, permiten que dicha levadura pueda crecer a 10° C, cuando
normalmente no lo hace. En estos cribados se habian encontrado con la problematica de
la gran cantidad de mutaciones recesivas que daban lugar a un elevado porcentaje de
falsos positivos. Por eso, en este caso se decidio trabajar con la cepa diploide, para
intentar minimizar la interferencia de mutaciones recesivas que pudieran afectar en el

analisis del fenotipo buscado.

A continuacion, hubo que efectuar la seleccion de aquellos clones que confiriesen al
diploide de la cepa W303 la capacidad de crecer a 10° C (la cepa no crece a esa
temperatura) por incubacion a dicha temperatura y en tres medios de cultivo distintos:
YPDA, SG y SD con adenina, histidina, leucina y triptéfano, aislandose, para cada
medio, el nimero de clones que se muestran en la tabla 7. Debido a los resultados
obtenidos tras los analisis de los clones seleccionados a 10° C, que se describen en el
siguiente apartado, se decidid realizar un segundo cribado de la genoteca sobre medio
completo y complejo adicionado de triptéofano 0,2% (p/v) y a una temperatura de
incubacion de 8° C durante 10 dias. En estas condiciones fueron seleccionados 191

clones.
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Medio de cultivo  NP° clones seleccionados

YPDA 1122
SG 561
SD-Ura 306

Tabla 7. Se muestra el numero total de clones seleccionados en los diferentes medios utilizados:
YPDA (medio completo y complejo), SG (medio completo sintético) y SD con adenina,
histidina, leucina y triptéfano (medio minimo adicionado de los aminoacidos que completan las
auxotrofias de la cepa a excepcion del requerimiento de uracilo que es complementado por el

plasmido YEp24) tras el primer cribado de la genoteca a 10° C.

2 ldentificacion de los genes responsables del

fenotipo de tolerancia a frio

2.1 Confirmacién del fenotipo de los clones seleccionados

Dada la elevada densidad de clones obtenida en el cribado de la genoteca a 10° C, 1989
clones en total, de entre todos ellos se seleccionaron 224 clones de forma aleatoria. Se
comprobo de nuevo la tolerancia al frio por siembra y crecimiento a 4° y 10° C. En
primer lugar se vio que aproximadamente el 15% (33 clones) de los clones no
confirmaban o bien habian perdido la capacidad de crecimiento en frio. No se
observaron diferencias significativas entre el crecimiento a 4° y 10° C, es decir, aquellos

clones que presentaban mayor tasa de crecimiento a 10° C también lo hacian a 4° C.

De los 191 clones seleccionados en medio completo y complejo con triptéfano anadido
al medio 0,2% (p/v) e incubados a 8° C, el 55,5% (106 clones) no confirmaron la mayor

tasa de crecimiento a 8° C.

2.2 Verificacion de la relacion biunivoca entre presencia de

plasmido y fenotipo de tolerancia a frio
Este andlisis consisti6 en dos experiencias paralelas para demostrar la asociacion
inequivoca entre presencia de plasmido y la adquisicion del fenotipo estudiado. Por un
lado, se comprobd que la eliminacion del plasmido, mediante pases sucesivos en medio
YPD, conlleva la pérdida de la capacidad de crecimiento en frio. Por otro lado, se
evidencid que el plasmido es el responsable del fenotipo buscado al aislar y purificar el

plasmido de cada clon seleccionado de levadura, rescatarlo en E. coli y reintroducirlo de
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nuevo en la misma cepa de levadura que se habia utilizado para el cribado de la libreria
genomica. De esta manera quedaron excluidos todos aquellos clones cuya mejora en el
fenotipo se debia a una mutacion cromosomica. Los resultados de los clones candidatos
que si confirmaron dicha asociacion a 10° y 8° C se hallan reflejados en las figuras 5y
6, respectivamente. Asi fueron descartados 9 candidatos, en el caso del cribado a 10° C,
y 20 candidatos, en el caso del cribado a 8° C con triptéfano en exceso. En estos 29
clones descartados la mejora en el crecimiento a bajas temperaturas no se debia a la

presencia de plasmido sino, presumiblemente, a mutaciones cromosomicas.

2.3 Resultados de secuenciacion y analisis de los insertos

Los clones en los que qued6 demostrada la asociacion biunivoca entre la presencia del
plasmido y la aparicion del fenotipo de tolerancia a frio, fueron secuenciados y las
secuencias obtenidas se confrontaron con las depositadas en la base de datos del

genoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae (http://www.yeastgenome.org),

delimitando asi los fragmentos gendmicos contenidos en cada inserto. Se identificaron 6
tipos distintos de insertos en los plasmidos contenidos en los clones candidatos. Una vez
identificados los fragmentos cromosomicos presentes en los distintos clones, se
procedio al subclonaje de cada uno de los genes que, en funcion de los datos publicados
y a tenor de lo expuesto en la Introduccion sobre el conocimiento actual con respecto a
la tolerancia al frio, “a priori” parecian tener mas posibilidades de ser responsables del
fenotipo debido a un aumento en su nivel de expresion. A partir de este momento nos
referiremos a dichos genes como “genes candidatos”. En la tabla 8 se muestra el nimero
de clones que contienen el mismo inserto, las coordenadas y el tamafio del inserto y los
genes incluidos en el mismo. Entre los genes presentes en el inserto se seleccionaron los

genes candidatos que aparecen en negrita en la tabla 8.

Paralelamente se procedié de igual forma con los clones en los que quedé confirmada la
relacion biunivoca entre presencia de plasmido y mejora del crecimiento a 8° C. Se
identificaron 4 tipos de insertos diferentes en los clones seleccionados a 8° C. En la
tabla 9 se muestra el numero de clones candidatos que contienen el mismo inserto y las
coordenadas, el tamafio y los genes incluidos en el mismo. Entre los genes presentes en
el inserto se seleccionaron aquellos que se consideraron los mejores candidatos para ser

los responsables de la mayor capacidad de crecimiento de los clones a 8° C.
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W303

W303 + YEp24

Candidato YCT 19-2

Candidato YCT 19-2 sin plasmido
Candidato YCT 19-2 con plasmido
W303+pYCT19-2 rescatado

Candidato YCT 19-14

Candidato YCT 19-14 sin plasmido
Candidato YCT 19-14 con plasmido
W303+pYCT19-14 rescatado |

Candidato YCT 19-9

Candidato YCT 19-9 sin plasmido
Candidato YCT 19-9 con plasmido
W303+pYCT19-9 rescatado

Candidato YCT 80

Candidato YCT 80 sin plasmido
Candidato YCT 80 con plasmido
W303+pYCT80 rescatado

Candidato YCT 32

Candidato YCT 32 sin plasmido
Candidato YCT 32 con plasmido
W303+pYCT32 rescatado

Candidato YCT 188

Candidato YCT 188 sin plasmido
Candidato YCT 188 con plasmido
W303+pYCT188 rescatado

YPDA SD - ura YPDA SD - ura

Figura 5. Comparacion del crecimiento a 28° C (condiciones control) y 10° C entre la cepa
W303, los clones candidatos aislados en el cribado de la genoteca por crecimiento a 10° C, los
mismos clones en los que se ha forzado la pérdida de pldsmido y otros nuevos obtenidos por
transformacion con el plasmido rescatado del clon original. Partiendo aproximadamente de 10’
células/ml de cada uno, se realizaron diluciones seriadas de 10" a 10 (de izquierda a derecha)
que fueron sembradas sobre YPDA y SD sin uracilo. La incubaciéon a 10° C se llevd a cabo

durante 10 6 15 dias, segun que se tratase de medio rico o minimo, respectivamente.
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8°C

w303

W303 + YEp24

Candidato YCT2 1.8

Candidato YCT2 1.8 sin plasmido
Caandidato YCT2 1.8 con plasmido
W303+pYCT2 1.8 rescatado

Candidato YCT2 1.10 PF=s

Candidato YCT2 1.10 sin plasmido ¥
Candidato YCT2 1.10 con plasmido [*
W303+pYCT2 1.10 rescatado [

Candidato YCT2 1.19

Candidato YCT?2 1.19 sin plasmido
Candidato YCT2 1.19 con plasmido
W303+pYCT2 1.19 rescatado

Candidato YCT2 1.23

Candidato YCT2 1.23 sin plasmido
Candidato YCT2 1.23 con plasmido
W303+pYCT2 1.23 rescatado

YPDA + trp SD —ura + trp

Figura 6. Comparacion del crecimiento a 28° C (condiciones control) y 8° C entre la cepa
W303, los clones candidatos aislados en el cribado de la genoteca por crecimiento a 8° C, los
mismos clones en los que se ha forzado la pérdida de plasmido y otros nuevos obtenidos por
transformacién con el plasmido rescatado del clon original. Partiendo aproximadamente de 10’
células/ml de cada uno, se realizaron diluciones seriadas de 10" a 10 (de izquierda a derecha)
que fueron sembradas sobre YPDA y SD sin uracilo, ambos con exceso de triptéfano (2 mg/ml).
La incubacion a 8° C se llevo a cabo durante 10 6 15 dias, segin que se tratase de medio rico o

minimo, respectivamente.



o Inserto

Clon tipo Tamano Genes incluidos
clones Cromosoma Coordenadas Y
(bp) Gen Descripcion
TAT? Permeasa de alta afinidad para triptofano y tirosina
(Schmidt et al., 1994)
YCT 19.2 129 XV 284.694 - 293 683 2 989 YOLO19W  Proteina de funcioén desconocida

YOLOI9W-A Proteina hipotética de funcion desconocida

TLG? Miembro de la familia de sintaxinas que forman parte del
complejo t-SNARE (Bryant y James, 2001)

Fosforibosil antranilato isomerasa, cataliza el 3 paso en la

TRP1 biosintesis de triptofano (Hommel et al., 1995)

YCT 19.14 46 v 459314 —467.529 8215 YDRO08C Dudo,sa ORF, poco probable que codifique una proteina
YDRO10C  Proteina hipotética
Activador transcripcional implicado en la activacion génica

GAL3 en respuesta a galactosa (Torchia y Hopper, 1986)

TIP1 Principal manoproteina de la pared celular, con actividad
lipasa ( Fujii et al., 1999)
Permeasa de aminoéacidos ramificados implicada en el

BAP2 transporte de leucina, isoleucina y valina (Grauslund et al.,
1995)

YCT 19.9 3 II 371.621 —380.400  8.779 Permeasa para valina, leucina, isoleucina y tirosina y de

TAT1 baja afinidad para triptofano e histidina (Schmidt ez al.,
1994)
Proteina integral del reticulo endoplasmatico que forma

ALGI4 parte de glicosiltransferasa involucrada en la glicosilacion

de proteinas (Gao et al., 2005)

Tabla 8. Resultados de secuenciacion de los insertos contenidos en los plasmidos aislados de los clones seleccionados a 10° C. Las coordenadas indicadas
corresponden a la zona representativa de cada tipo de clon, pudiendo variar ligeramente entre los clones. En negrita se muestran los genes considerados como
mejores candidatos para ser los responsables de la mayor capacidad de crecimiento a 10° C.



o

Inserto

Clon tipo Tamano Genes incluidos
clones Cromosoma Coordenadas —
(bp) Gen Descripcion
PMT3 O-manosiltransferasa implicada en glicosilacion de
proteinas (Immervoll et al., 1995)
LDB19 Proteina} d'e funcion desconpcida invplucrada en el
YCT 188 1 XV 915.000 —924.527 9.527 mantenimiento de la apropiada longitud de los telomeros
(Askree et al., 2004)
PRO? Gamma-glutamil-fosfato reductasa, cataliza el 2° paso en la
biosintesis de prolina (Tomenchok y Brandriss, 1987)
PCK1 Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa,enzima clave en la
gluconeogénesis (Valdés-Hevia et al., 1989)
Proteasa especifica de ubiquitina unida a proteinas
YCT 80 2 XI 627.388 —635.542  8.154 UBP11 (Layfield et al., 1999)
YKRO96W Pryoteina de funcion desconocida localizada en citoplasma y
nucleo
Proteina integral de la membrana nuclear interna
ASI2 relacionada con el mantenimiento del estado inactivo del
sensor de aminoacidos, SPS, en ausencia de sefiales
inductoras (Zargari et al., 2007)
PGAL Proteina esencial localizada en el reticulo endoplasmatico y
YCT 32 1 X1V 338.060 — 344.598 6.538 relacionada con el trafico de proteinas (Yu et al., 2006)
Proteina implicada en la regulacion de la biosintesis de
esteroles, estabiliza a una de las dos isoenzimas HMG-CoA
NSG2 . . o
que cataliza el paso limitante en la sintesis de esteroles
(Flury et al., 2005)
YNLI5S5W  Proteina de funcidén desconocida

Tabla 8. (Continuacion)



Inserto

Clon tipo N Tamafio Genes incluidos
clones Cromosoma Coordenadas —
(bp) Gen Descripcion
Permeasa de alta afinidad para fosfato inorganico y de baja afinidad para
PHO84
manganeso (Bun-Ya et al., 1991)
YML122 D RF 1 ifi tei
YCT2 1.8 24 XIII 23,733 31.368 7 635 C udorsa O' s poco’[?robab e (.11:16 codi 1qu€ una proteina
GTR1 Proteina citoplasmatica de union a GTP involucrada en el transporte de fosfato
inorganico (Bun-Ya et al., 1992)
NDI1 NADH-ubiquinona oxidorreductasa (Vries y Grivell, 1988)
RRP43 Proteina implicada en el procesamiento del rRNA (Zanchin y Goldfarb, 1999)
RBK1 Riboquinasa (Thierry et al., 1990)
PHO87 Permeasa de baja afinidad para fosfato inorgénico (Bun-Ya ef al., 1996)
Factor intercambiador de GTP/GDP implicado en la iniciacion del proceso de
BUDS .
gemacion (Chant et al., 1991)
YCT2 1.10 1 I 191.688-202.606  10.918 YCRO38W-A  Dudosa ORF, poco probable que codifique una proteina
MATALPHA? Repre?sor transcripcional implicado en la regulacion del caracter sexual (Porter
y Smith, 1986)
MATALPHAI Co-activador transcripcional implicado en la regulacion del caracter sexual
(Bender et al., 1987)
YCRO41W Dudosa ORF, poco probable que codifique una proteina
PHO90 Permeasa de baja afinidad para fosfato inorganico (Wykoff'y O’Shea, 2001)
YCT2 1.19 1 X 58.443-66.673 8.230 MBBI Dudosa ORF, poco probable que codifique una proteina
YJL197C-A Dudosa ORF, poco probable que codifique una proteina
PGK] Fosfoglicerato quinasa, enzima clave en glucolisis y gluconeogénesis
(Hitzeman et al., 1980)
YCRO13C Dudosa ORF, poco probable que codifique una proteina
) POL4 DNA polimerasa IV (Prasad et al., 1993)
YCT21.23 2 & 137.841-145.054 7213 YCRO15C Proteina de funcién desconocida
Pequefio RNA nucleolar implicado en el procesamiento del rRNA (Samarsky
SNR33 .
y Fournier, 1999)
YCRO16W Proteina de funcion desconocida localizada en nicleo y nucléolo

Tabla 9. Resultados de secuenciacion de los insertos contenidos en los plasmidos aislados de los clones seleccionados a 8° C. Las coordenadas indicadas
corresponden a la zona representativa de cada de cada tipo de clon, pudiendo variar ligeramente entre los clones. En negrita se muestran los genes
considerados como mejores candidatos para ser los responsables de la mayor capacidad de crecimiento a 8° C.
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2.4 Sobreexpresion de los genes candidatos. Estudio de la
tolerancia a frio
2.4.1 La sobreexpresion de TAT2, TAT1, TRP1, PRO2, PCK1 o NSG2
en W303 mejora su crecimiento a 10°C

En la figura 7 se aprecia, por comparacion de las cepas transformadas frente a diversos
controles (la cepa sin transformar y la cepa transformada s6lo con el vector), un
incremento en la produccion de biomasa a baja temperatura debido al aumento en la
expresion de los genes TAT2/YOL020W, TAT1/YBR0O69C y TRP1/YDROO7W. Estos 3
genes estan relacionados con la disponibilidad intracelular de triptofano ya que el gen
TAT? codifica una permeasa de alta afinidad para triptofano y tirosina mientras que el
gen TATI codifica una permeasa para valina, leucina, isoleucina y tirosina y de baja
afinidad para triptéfano e histidina (Schmidt et al., 1994). El gen TRPI codifica la
enzima fosforibosil antranilato isomerasa que cataliza el 3% paso en la biosintesis de
triptofano (Hommel et al., 1995). Sin embargo, los genes candidatos BAP2/YBRO068C y
TIPI/YBRO67C no demostraron ser los responsables de la mejora del fenotipo que
presenta el clon candidato YCT 19-09, tal y como se aprecia en la figura 7. El gen
BAP2, que codifica una permeasa de alta afinidad para leucina que funciona como
permeasa para aminodacidos ramificados (leucina, isoleucina y valina) (Grauslund et al.,
1995), ha sido relacionado con la respuesta al estrés inducido por la carencia de
nutrientes (Omura y Kodama, 2004). TIP1, que codifica la principal manoproteina de la
pared celular con actividad lipasa (Fujii et al., 1999), fue considerado como posible
responsable ya, que se induce tanto por “cold shock” como por “heat shock”, ademas
TIP1 forma parte de un conjunto de manoproteinas, que presentan homologia entre si y
que también son inducidas por “cold shock”, como T/RI/YERO11W, TIR2/YORO010C y
TIR4/YORO09W (Kowalski ef al., 1995).

En la figura 8 se aprecia que el tiempo de latencia en medio YPD en las cepas
transformadas con los genes TAT2 (115 h), TRP1 (118 h) y TATI (118 h) se reduce
sustancialmente frente a la cepa parental W303 (260 h). No se obtuvo la disminucion
esperada para la cepa parental en el tiempo de generacion lo que nos llevd a analizar el
porcentaje de revertientes de la auxotrofia a triptofano. El porcentaje de revertientes al
principio de la fase de latencia era del 0,7%, al iniciarse la fase exponencial era de

51,2% y al final de la misma de 70,5%. Por lo tanto, no es de extrafiar que la cinética de
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crecimiento sea semejante a las de las cepas que sobreexpresan genes que

complementan la auxotrofia para triptoéfano.

N
& B3
o
@}

W303

W303 + YEp24
Candidato YCT 19-2
W303 + YEp24. TAT2 tr.1
W303 + YEp24. TAT2 tr.2

W303+ YEp24.TAT2 tr.3
Candidato YCT 19-14

W303 + YEp24. TRP1 tr.1
W303 + YEp24. TRP1 tr.2
W303+ YEp24. TRP1 tr.3

Candidato YCT 19-9
W303 + YEp24.TAT1 tr.1
W303 + YEp24. TAT1 tr.2
W303+ YEp24. TAT1 tr.3
W303 + YEp24.BAP2 tr.1
W303 + YEp24.BAP2 tr.2

W303+ YEp24.BAP2 tr.3
W303 + YEp24.TIP1 tr.1

W303 + YEp24.TIP1 tr.2

W303+ YEp24.TIP1 tr.3

Figura 7. Crecimiento a 28° C (condiciones control) y 10° C de los clones candidatos
comparados con los clonajes individuales de los genes TAT2, TRP1, TATI, BAP2 y TIPI. Las

condiciones del experimento ya se han descrito en la figura 5.
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OD 600 nm
N w
=

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tiempo (horas)

W303 —a— W303+YEp24.TAT2 W303+YEp24.TAT1 —x— W303+YEp24.TRP1

Cepa w303
Gen sobreexpresado - TAT2 TATI TRPI
Tiempo latencia (h) 260 115 118 118
Tiempo de generacion (h) 6,13 5,62 5,56 5,12

Figura 8. Curvas de crecimiento a 10° C en medio YPD de la cepa parental W303 y de la misma

sobreexpresando los genes TAT2, TAT1 y TRPI.

Para conseguir la identificacion del gen responsable de la mayor capacidad de
crecimiento en frio conferida por el plasmido YCT 32, en una primera aproximacion se
comprobo el gen 4SI12/YNL159C, que codifica una proteina localizada en la membrana
nuclear interna asociada a sistemas de regulaciéon dependientes de ubiquitina que
regulan negativamente la transcripcion de genes de permeasas de aminoécidos
(Forsberg et al., 2001). De hecho, se ha visto que mutaciones recesivas en los genes A4S/
restauran el crecimiento en medio sintético complejo en cepas con mutaciones en uno
de los componentes del sistema sensor de aminoacidos de la membrana plasmatica,
Ssylp, produciendo un aumento en la transcripcion de diversas permeasas de
aminoacidos. Por tratarse de un componente implicado en la regulacion de la expresion
de permeasas de aminoécidos, se considerd conveniente someterlo al bioensayo en frio
pero, tal y como era de esperar por ser un regulador negativo, se vio que su
sobreexpresion no confiere una mayor capacidad de crecimiento a bajas temperaturas

(figura 9), por lo que fue descartado.
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Se procedi6 de idéntica manera con otro de los genes incluidos en el inserto:
PGAI/YNL158W, que codifica una proteina esencial que, ademas, resulta ser una
proteina integral de la membrana del reticulo endoplasmatico (Yu et al., 2006) que
participa en el procesamiento o transporte en el mismo de Gaslp, implicada en el
ensamblaje de la pared celular. Recientes estudios consideran a Pgalp como una de las
subunidades del complejo glicofosfatidilinositol-manosil transferasa II que resulta ser
esencial para la maduracién de Gaslp (Sato ef al., 2007). Al someter a la cepa W303
transformada con el plasmido YEp24.PGAI al bioensayo de crecimiento en frio, no se

confirmo el fenotipo (figura 9) con lo que el gen PGA1 quedo descartado.

Se estudié otro de los genes incluidos en el inserto que porta YCT32, el gen NSG2/
YNLI156C que resulto ser el responsable del fenotipo ya que su sobreexpresion provoca
una mejora en el crecimiento a 10° C (figura 9). En la figura 10 se muestra la cinética de
crecimiento en medio YPD al sobreexpresar NSG2, con un tiempo de latencia de 118
horas y un tiempo de generacion en la fase exponencial de 5,62 horas. El gen NSG2
codifica una chaperona selectiva que estabiliza a Hmg2p, una de las enzimas claves

implicadas en la biosintesis de ergosterol (Flury et al., 2005).
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28°C 10°C

W303

W303 + YEp24
Candidato YCT 32

W303 + YEp24.NSG2 tr.1
W303 + YEp24.NSG2 tr.2

W303+ YEpP24.NSG2 tr.3
W303 + YEp24.PGAL tr.1

W303 + YEp24.PGAL tr.2
W303 + YEp24.PGAL tr.3
W303 + YEp24.ASI2 tr.1
W303 + YEp24.ASI2 tr.2

W303 + YEp24.ASI2 tr.3
Candidato YCT 80

W303 + YEp24.PCK1 tr.1
W303 + YEp24.PCK1 tr.2

W303 + YEp24.PCK1 tr.3
W303 + YEp24.UBP11 tr.1

W303 + YEp24.UBP11 tr.2

W303 + YEp24.UBP11 tr.3 §
W303 + YEp24. YKRO96W tr.1

W303 + YEp24.YKRO96W tr2 | BN &

W303 + YEP24.YKRO96W tr3 b
Candidato YCT 188

W303 + YEp24.PRO?2 tr.1
W303 + YEp24.PRO2 tr.2

W303 + YEp24.PRO2 tr.3

YPDA

Figura 9. Crecimiento a 28° C (condiciones control) y 10° C de los clones candidatos
comparados con los clonajes individuales de los genes NSG2, PGAI, ASI2, PCKI, UBPII,
YKRO096W y PRO2. Las condiciones del experimento ya se han descrito en la figura 5.
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Para el plasmido YCT 80 se seleccion6 al gen UBP11/YKR098C que codifica una
proteasa del sistema proteolitico dependiente de ubiquitina y que, especificamente,
libera a ésta de su unidon con proteinas que han sido “ubiquitinadas”, es decir,
modificadas por unioén covalente de moléculas de ubiquitina. Este gen fue identificado
en un cribado de genes que, mediante sobreexpresion, conferian resistencia al fArmaco
inmunosupresor FTY720. En este mismo estudio fueron identificados TATI y TAT?2
(Welsch et al., 2003). Ubpllp libera ubiquitina de proteinas “marcadas” para su
degradacion por el sistema proteolitico dependiente de dicha molécula, por lo que se ha
propuesto que podria estabilizar a dichas proteinas. Contrariamente, también se ha
propuesto que estas proteasas especificas para moléculas de ubiquitina unidas a
proteinas, podrian favorecer la degradacion de proteinas, ya que proveen a la célula de
ubiquitina libre y reutilizable (Hershko y Ciechanover, 1998). Por todo lo expuesto, no
parece que hayan quedado claramente establecidas las consecuencias, en relacion con la
estabilidad de las proteinas, de la sobreexpresion de UBPII. No obstante, y
especialmente debido a la semejanza en el fenotipo frente al farmaco FTY720 que la
sobreexpresion de éste gen presenta en relacion con el de la sobreexpresion de las
permeasas de triptofano, se decidio proceder al subclonaje del gen UBPI1 en YEp24 y
su posterior introduccion en células de levadura. Sin embargo, en este caso la
sobreexpresion de UBP11 no emula al efecto de la sobreexpresion de las permeasas de

triptofano, por lo que dicho gen quedoé descartado (figura 9).

Se procedi6 de forma similar con el gen YKR096W, que codifica una proteina de 1.195
aminoacidos cuya funcion se desconoce y que se localiza tanto en el citoplasma como
en el nucleo. La sobreexpresion de este gen tampoco mejora la capacidad de

crecimiento de la cepa parental a 10° C (figura 9).

Por ultimo, se procedid al subclonaje de PCKI/YKRO97W que codifica la enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa que resulta clave en la gluconeogénesis para la
formacion de fosfoenolpiruvato a partir de oxalacetato. Tal y como se observa en la
figura 9, se trata de otro de los genes identificados como responsables de la mejoria en
el crecimiento a 10° C. En la figura 10 se muestra la cinética de crecimiento en medio
YPD al sobreexpresar PCKI, con un tiempo de latencia de 124 horas y un tiempo de

generacion en la fase exponencial de 5,47 horas.
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0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (horas)

‘ W303 W303+YEp24.NSG2 —e— W303+YEp24.PCK1 W303+YEp24.PRO2

Cepa w303
Gen sobreexpresado - NSG2
Tiempo latencia (h) 260 118
Tiempo de generacion (h) 6,13 5,62

Figura 10. Curvas de crecimiento a 10° C en medio YPD de la cepa parental W303 y de la

misma sobreexpresando los genes NSG2, PCK1 y PRO2.
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Asimismo, se identifico al gen PRO2/YOR323C como responsable del aumento de la
capacidad de crecimiento a 10° C del clon seleccionado YCT 188 (figura 9). Dicho gen
codifica una gamma-glutamil-fosfato reductasa (y-GPR) que cataliza el segundo paso en
la biosintesis de prolina. En la figura 10 se muestra la cinética de crecimiento en medio
YPD al sobreexpresar PROZ2, con un tiempo de latencia de 120 horas y un tiempo de

generacion en la fase exponencial de 5,08 horas.

En la figura 11 se aprecia el crecimiento tras 6 dias de incubaciéon a 10° C de la cepa
W303 y de la misma transformada con un pldsmido consistente en el vector multicopia
YEp24 portador de un inserto correspondiente a cada uno de los genes identificados como

responsables de la mayor capacidad de crecimiento a dicha temperatura.
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Figura 11. Crecimiento tras 6 dias de incubacién a 10° C y en medio rico de la cepa W303 y de
la misma cepa sobreexpresando cada uno de los genes identificados como responsables de la
mayor capacidad de crecimiento a dicha temperatura. Los datos mostrados representan la
media de la medida de la densidad optica de tres experimentos independientes con sus

correspondientes desviaciones estandar.
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2.4.2 La sobreexpresion de PHO84, GTR1l, PHO87, PHO90 o
YCRO015C en W303 mejora su crecimiento a 8° C en medio rico
con exceso de triptéfano

Dado que el 94% de los genes identificados en el cribado de la genoteca a 10° C se

relacionaban con la biosintesis o el transporte de triptéfano, procedimos a estudiar otros

genes cuya sobreexpresion pudiera dotar a la levadura de una mayor capacidad de
crecimiento en frio en condiciones en las que la disponibilidad de triptéfano no fuera un
factor limitante. Tras este nuevo cribado de la genoteca, realizado a 8° C y en medio
rico con triptéfano en exceso (0,2% (p/v)), se identificaron 5 genes (PHO84/YML123C,

GTRI/YMLI121W, PHOS87/YCRO037C, PHOY90/YJLI98W e YCROI5C) cuya

sobreexpresion confiere una mayor tasa de crecimiento a 8° C en comparacion con la

que presenta la cepa parental (figura 12).

El subclonaje de forma individual tanto de PHOS84 como de GTRI mejora el
crecimiento a 8° C, pero ninguno de ellos por separado iguala el crecimiento del clon
salvaje YCT2 1.8, por lo que se realizd el clonaje en YEp24 de los dos genes
conjuntamente. También se observa la mejoria en la tasa de crecimiento de las
construcciones que contienen los genes PHOS7, PHOY90 y YCRO15C, que igualan a los
clones YCT2 1.10, YCT2 1.19 e YCT2 1.23, respectivamente. En la figura 13 se
aprecia que el tiempo de latencia en las cepas transformadas con los genes PHOS84-
GTRI (120 h), PHOS87 (123 h), PHO90 (118 h) e YCRO15C (122 h) se reduce frente a
la cepa parental W303 (161 h). El tiempo de generacion de la cepa parental no
presentaba la diferencia esperada frente a las cepas con los genes identificados,
posiblemente debido al fenomeno de reversion del marcador auxotrofico de triptéfano
explicado en el apartado anterior. En cuanto al clon YCT2 1.23 finalmente YCRO15C
resultd ser el responsable del fenotipo estudiado como se aprecia en la figura 12. Dicho
gen, del que so6lo se sabe que no es esencial, codifica para una proteina de funcion
desconocida que presenta homologia de secuencia con diversas fosfoserina fosfatasas de
origen bacteriano, y que en Saccharomyces cerevisiae interacciona con Gtr2p,
homoélogo de Gtrlp (Gavin et al., 2002). El gen SNR33, contenido en el mismo inserto
que YCROI15 en el clon YCT 1.23, codifica un pequefio RNA nucleolar implicado en
procesamiento TRNA (Samarsky y Fournier, 1999) fue descartado al no mejorar el

crecimiento de la cepa salvaje a bajas temperaturas (figura 12).
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w303

W303 + YEp24

Candidato YCT2 1.8
W303 + YEp24.PHOB84 tr.1
W303 + YEp24.PHO84 tr.2
W303’+ YEp24.PHOB84 tr.3

W303 + YEp24.GTR1 tr.1
W303 + YEp24.GTR1 tr.2
W303 + YEp24.GTR1 tr.3

W303 + YEp24.PHO84.GTR1 tr.1
W303 + YEp24.PHO84.GTR1 tr.2
W303 + YEp24.PHO84.GTR1 tr.3

Candidato YCT?2 1.10
W303+ YEp24.PHOS87 tr.1
W303 + YEp24.PHOS87 tr.2

W303 + YEp24.PHOS87 tr.3
Candidato YCT2 1.19

W303 + YEp24.PHO9O0 tr.1
W303 + YEp24.PHO90 tr.2

W303+ YEp24.PHO90 tr.3
Candidato YCT2 1.23

W303 + YEp24.YCRO15 tr.1
W303 + YEp24.YCRO15 tr.2
W303 + YEp24.YCRO15 tr.3
W303 + YEp24.SNR33 tr.1
W303 + YEp24.SNR33 tr.2

W303 + YEp24.SNR33 tr.3

YPDA + Trp

YPDA + Trp

YCRO15C y SNR33. Las condiciones del experimento ya se han descrito en la figura 6.

Figura 12. Crecimiento a 28° C (condiciones control) y 8° C de los clones candidatos

comparados con los clonajes individuales de los genes PHOS84, GTRI, PHOS7, PHO90),
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w303 —a— W303+YEp24.PHO84.GTRL —e— W303+YEp24.PHO87
——W303+YEp24.PHO90 ——— W303+YEp24.YCRO15C
Cepa W303
Gen sobreexpresado -  PHO84.GTRI PHO87 PHO0O90 YCRO15C
Tiempo latencia (h) 161 120 123 118 122
Tiempo de generacion (h) 8,56 7,12 7,79 8,25 8,39

Figura 13. Curva de crecimiento a 8° C en medio YPDT de la cepa parental W303 y de la
misma sobreexpresando los genes PHO84, GTRI, PHOS87, PHO90 e YCRO15C.

En la figura 14 se aprecia el crecimiento, tras 6 dias de incubaciéon a 8° C y en medio
rico con exceso de triptéfano, de la cepa W303 y de la misma transformada con un
plasmido multicopia que permite la sobreexpresion de cada uno de los genes
identificados en el presente cribado como responsables de la mayor capacidad de

crecimiento a 8° C.
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OD 600 nm
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W303
YEp24.PHO87
YEp24.PHO90
YEp24.YCRO15C

YEp24.PHO84.GTR1

Figura 14. Crecimiento tras 6 dias de incubacion a 8° C y en medio rico con un exceso de
triptofano (2 mg/ml) de la cepa W303 y de la misma cepa sobreexpresando cada uno de los
genes identificados como responsables de la mayor capacidad de crecimiento a dicha
temperatura. Los datos mostrados representan la media de la medida de la densidad oOptica de

tres experimentos independientes con sus correspondientes desviaciones estandar.

3 La prototrofia al triptéfano o el exceso de triptdéfano

y la tolerancia a frio

Como se ha visto, el evento mas relevante que dispara la sensibilidad a las bajas
temperaturas es la privacion de triptofano. Los efectos del frio se ven atenuados
mediante la adicién de un exceso de triptdfano, la prototrofia a triptéfano (figura
15), la reversion de la auxotrofia mediante la sobreexpresion del gen TRPI, o
también por la sobreexpresion de los genes que codifican para los transportadores de
triptéfano Tat2p y Tatlp (figura 7). Cabe comentar que la cepa RS-452, que es Trp',
crece mejor que W303 a 10° C, probablemente debido a su capacidad para sintetizar
triptéfano. De hecho, al suplementar el medio de cultivo con triptéfano en exceso, el
crecimiento de ambas cepas se iguala, ya que el comportamiento de la cepa RS-452

apenas varia y el de W303 mejora sustancialmente. En ambas cepas el crecimiento a
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bajas temperaturas mejora al afadir simultaneamente en el medio de cultivo

triptéfano (0,2%, p/v) y fosfato inorgénico (10 mM) (figura 15).

10°C

YPDA YPDA + Trp
YPDA +Trp +Pi10 mM

W303 |
W303 + YEp24
RS-452

RS-452 + YEp24

Figura 15. Crecimiento de la cepa W303 (auxoétrofa para triptéfano) y de la cepa RS-452
(prototrofa para triptéfano) en YPDA y el mismo medio suplementado con triptofano (0,2%,

p/v), fosfato inorganico (10 mM) o ambos.

3.1 Sobreexpresion de los genes identificados en una cepa

prototrofa para triptofano
Para explorar la posible mejora en la susceptibilidad a las bajas temperaturas de las
cepas industriales (no presentan auxotrofias), se sobreexpresaron los genes identificados
en el presente trabajo en una cepa de laboratorio prototrofa para el triptofano, RS-452.
La sobreexpresion de los genes relacionados con el transporte de triptéfano o con su
biosintesis (TAT2, TATI y TRPI), en una cepa Trp' (RS-452) no mitiga su sensibilidad
al frio. Sin embargo, ésta si se vio ligeramente atenuada al sobreexpresar los genes

NSG2, PCK1y PRO? (figura 16).

La sobreexpresion de los genes identificados en el cribado de la genoteca a 8° C y con
exceso de triptofano (PHOS84, GTRI, PHOS87, PHOY90 e YCRO15C) mejora el
crecimiento de la cepa RS-452. Ademas, y andlogamente a lo que ocurria con la cepa
W303 cuando se cultivaba en un medio con triptéfano en alta concentracion, en el caso
de RS-452 también se consigue mejorar su crecimiento a 8° C afiadiendo fosfato

inorganico en alta concentracion (10 mM) (figura 17).
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10°C

YPDA YPDA +Trp
YPDA YPDA +Trp +PilOmMM  +pj 10mM

RS-452

RS-452 + YEp24

RS-452 + YEp24.TAT2

RS-452 + YEp24.TAT1

RS-452 + YEp24.TRP1

RS-452 + YEp24.NSG2

RS-452 + YEp24.PCK1

RS-452 + YEp24.PRO2 ® o

Figura 16. Sobreexpresion en la cepa RS-452 (que es Trp") de los genes identificados en el

cribado a 10° C en medio rico.

8°C

YPDA YPDA +Trp
YPDA YPDA +Trp +PilOmM  +Pj 10 mM

RS-452

RS-452 + YEp24

RS-452 + YEp24.PHO84.GTR1

RS-452 + YEp24.PHO87

RS-452 + YEp24.PHO90

RS-452 + YEp24.YCRO015C

Figura 17. Sobreexpresion en la cepa RS-452 (que es Trp") de los genes identificados en el

cribado a 8° C en medio rico con triptéfano en exceso.
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4 Estudio de los niveles de expresion de TAT2, TAT1y

PHO90 a bajas temperaturas

Hasta el momento se han publicado diversos estudios que versan sobre la respuesta
transcripcional de S. cerevisiae frente al frio. Los resultados mas relevantes de los
mismos ya fueron descritos en la Introduccion de esta Tesis. No obstante, y a la luz de
los resultados alcanzados en este trabajo hasta este momento, se quiso indagar cuéles
eran los niveles de transcripcion publicados en los distintos trabajos para cada uno de
los genes para los que habiamos establecido una relacién causa-efecto entre su
sobreexpresion y una mayor capacidad de la levadura para crecer a bajas temperaturas
(TAT2, TATI, TRP1, NSG2, PCKI, PRO2, PHO84, GTRI, PHOS87, PHO90 ¢
YCROI15C). En primer lugar cabe destacar que las condiciones de crecimiento de las
células de levadura seguidas en cada uno de los experimentos correspondientes a los
estudios ya publicados, difieren bastante de la estrategia adoptada en este trabajo, ya
que en la mayoria de ellos (Murata et al., 2006; Sahara et al., 2002; Schade et al. 2004)
se crecen las células a la temperatura 6ptima de crecimiento para cada cepa y, una vez
alcanzada la mitad de la fase exponencial, se disminuye bruscamente la temperatura a 4°
6 10° C, dependiendo del estudio. Esto se denomina “cold shock™ y en esta Tesis el
planteamiento experimental ha sido completamente diferente. En nuestro caso, el
objetivo era identificar qué genes de la levadura le van a permitir crecer mejor al
sobreexpresarse en una condicion continuada de crecimiento a bajas temperaturas,
situaciéon que también impone un estrés sobre la levadura pero en un contexto y unas
circunstancias distintas a las del “cold shock”. Ademas, en cada estudio se utilizaron
cepas diferentes entre si y también distintas de la empleada en este trabajo. Las
diferencias mas relevantes entre estos 4 estudios ya publicados quedan reflejadas en la
tabla 10, asi como los resultados correspondientes a los niveles de expresion de aquellos
genes (de entre los 11 identificados en este trabajo) que presentaron variaciones
significativas en su tasa transcripcional. Los resultados difieren mucho de un estudio a
otro y tan solo se aprecia cierta similitud en la induccion de PCK/ desde una etapa
temprana de la exposicion al frio y en la ligera represion de los genes que codifican

permeasas para triptofano, TAT2 'y TATI.

Asi pues, se decidid proceder a cuantificar, mediante la técnica de la reaccion de la

polimerasa en cadena a tiempo real, el nivel de expresion de los genes TAT2, TATI y
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PHO90 en la cepa W303 cuando se encuentra creciendo a 28° 6 10° C. La eleccion de
estos 3 genes entre los 11 que habiamos identificado previamente, se debid a que la
sobreexpresion de manera individual de los mismos, daba lugar al mejor crecimiento y
mayor produccién de biomasa en la cepa W303. En la figura 18 se muestran los
cocientes normalizados de la expresion a 28° y 10° C de estos tres genes. Al comparar el
cociente normalizado del nivel de expresion a 10° C y el cociente normalizado del nivel
de expresion a 28° C, se observa que a 10° C el gen TA72 esta ligeramente inducido

(2,3) TATI esta marcadamente inducido (5,5) y PHO90 reprimido (0,18).

Los resultados obtenidos no coinciden con los publicados y obtenidos mediante el
analisis de la expresion génica por micromatrices de cDNA comentados anteriormente.
Las razones de estas discrepancias podrian deberse al conjunto de variables que
presentan diferencias entre los distintos experimentos, tales como las condiciones de
cultivo, el tiempo en el que se realiza el aislamiento de los mRNA, las cepas utilizadas

en cada estudio o incluso las diferentes técnicas de cuantificacion empleadas.
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Figura 18. Expresion relativa de los genes TAT2, TAT1 y PHO9Y0 en la cepa W303 crecida a 28°
C o6 10° C. Los resultados mostrados corresponden a la media de tres experimentos

independientes con sus correspondientes desviaciones estandar.



. .. . Toma de . . Genes
Cepa (Genotipo) Condiciones cultivo muestra (h) Genes inducidos reprimidos
Murata ef 8238;:;1]\/{;)4;’% SU]C;ZZ gba'l2]nl1)clzl6n)1el 25° C hasta OE (660 nm) 0,5 6/12/24/ - TATI®
al., 2006 02 jtoc-f RapS RO Bros Do DA 48 TAT2® a 48h
cambio a 4° C
Schade ef BY4743 (MATa/a, his341/his3A41, 30° C hasta mlta(i fase exponencial 0.17/05/ PHO84" a 60h
4l 2004 leu2A0/1eu2A0,lys2A0/LYS2MET15/ ‘ 2/12/60 PHOS7" a 12h -
v met1540 ura340/ura340) cambio a 10° C
YPHS500 (MATa,ura3—52, lys2-801, 30° C hasta OD (600 nm) 2,0 TATI a4y 8h
S;hg&;’ ade2—101,trp1-A63, his3-A200, 7 0’225 4/1 (/)g / PCK1" TAT2 a4y 8h
’ leu2-Al) cambio a 10° C PHO84%a4y 8h
Crecimiento continuo a 4° C hasta mitad fase PCK] TAT2¢
Homma ef S288c (MATo SUC?2 gal? mal mel exponencial PHOS84 ¢
al.. 2003 flol flo8-1 hapl ho biol bio6)

Crecimiento continuo a 15° C hasta mitad fase
exponencial

Tabla 10. Resumen de los resultados de los niveles de expresion de los genes identificados en el presente trabajo, correspondientes a datos ya publicados y

procedentes de 4 estudios independientes de la respuesta transcripcional tras someter a las células de levadura a un “cold shock” (Murata ef al., 2006; Schade

et al. 2004 y Sahara et al., 2002) o a crecimiento continuo a 4° 6 15° C (Homma et al., 2003). En las dos tltimas columnas se muestran los genes inducidos y

reprimidos y su expresion relativa: * induccion fuerte (>3), ® induccidn ligera (2-3), © represion ligera (0,5-0,3), ¢ represion fuerte (<0,1). Los genes que no se

mencionan de entre los 11 identificados en este trabajo, presentaban una expresion relativa entre 2,0 y 0,5.
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5 Posible papel de los genes identificados por mejorar
el crecimiento en frio, en la supervivencia a la

congelacion

Dado que previamente a la realizacion del presente estudio se habian descrito genes
para los que, por una parte su nivel de expresion se veia aumentado frente a una bajada
de la temperatura y, por otro lado, los efectos de dicho incremento, tales como el
aumento de las concentraciones intracelulares de trehalosa o de glicerol, protegian
frente al estrés por congelacion, se decidio estudiar si la sobreexpresion de los genes
identificados hasta el momento por dotar a la levadura de una mayor tasa de crecimiento
a bajas temperaturas, también presentaba algin efecto sobre la resistencia a la
congelacion. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 11. Como puede
apreciarse, en todos los casos la tasa de supervivencia es semejante para todos los
clones y para el control, y no se obtiene una mejor resistencia a la congelacion, a
ninguno de los dos tiempos ensayados, por la sobreexpresion de ninguno de los genes,

contrariamente a lo que sucede con la capacidad de crecimiento en frio.

Supervivencia (%) a -20° C

Cepa Plasmido
5 dias 10 dias

W303 - 0,86 + 0,06 0,080 0,005
W303 YEp24.TAT2 0,86 + 0,05 0,081 + 0,005
W303 YEp24.TATI 0,58 £ 0,03 0,044 + 0,003
W303 YEp24.TRP1 0,45 £ 0,03 0,046 + 0,003
W303 YEp24.NSG2 0,31 +0,02 0,033+ 0,001
W303 YEp24.PCK1 0,37 £0,01 0,037 + 0,002
W303 YEp24.PRO2 0,68 + 0,04 0,065 + 0,003
W303 YEp24.PHO84:GTRI 0,20 0,01 0,038 + 0,002
W303 YEp24.PHO87 0,33 + 0,01 0,027 + 0,002
W303 YEp24.PHO90 0,41 £ 0,02 0,039 + 0,002
W303  YEp24.YCROI5C 0,33+ 0,01 0,029 + 0,001

Tabla 11. Influencia de la sobreexpresion de los genes que confieren mayor capacidad de
crecimiento en frio a la cepa W303, sobre su supervivencia a la congelacion. La supervivencia
se expresa como el porcentaje de las unidades formadoras de colonias/ml en las muestras
congeladas con respecto a la misma muestra antes de congelar. Los datos mostrados en la tabla

corresponden a la media de tres experimentos independientes & la desviacion estandar.
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6 Estudio de la influencia de las bajas temperaturas

sobre el transporte de triptéfano

Debido a que la sobreexpresion de cualquiera de las dos permeasas para triptofano
confiere resistencia a las bajas temperaturas, especulamos que las bajas temperaturas
deberian estar afectando al transporte de triptofano. Para comprobarlo, se realizaron
ensayos de transporte de triptofano radioactivo a 28° y 10° C (figura 19). La velocidad
inicial de transporte a 28° C es de 11,309 + 0,211 pmol triptofano 10° células™ min™' y a
10° C se reduce hasta 1,061 + 0,022 pmol triptofano 10° células™” min™. La reduccion
del transporte hasta el 9,4% nos confirma que a bajas temperaturas el transporte de

triptofano se halla seriamente comprometido.
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Figura 19. Cinética de incorporacién de triptéfano marcado radioactivamente por la cepa W303

a28°Cy 10°C.

6.1 La sobreexpresion de los genes TAT2 y TAT1 confiere

mayor capacidad de transporte de triptofano
También se decidi6 analizar la velocidad de incorporacién de triptofano en los clones de
la cepa W303 que sobreexpresaban 7472 6 TATI. En ambos casos se obtuvo un notable
aumento en la entrada de triptéfano al incubar a las células a 10° C en comparacion con

la cepa parental, si bien este incremento fue mas marcado para el caso de la
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sobreexpresion de TAT2. La velocidad inicial de transporte al sobreexpresar TAT2 a 28°
C es de 33,504 £ 0,425 pmol triptofano 10° células™ min™ y a 10° C 9,210 + 0,022 pmol
triptofano 10° células” min™'. Esta velocidad es 8,2 veces superior a la que presenta la
cepa parental a 10° C. Ademas, si se compara la velocidad inicial de transporte de la
cepa parental a 28° C (11,309 + 0,211 pmol triptofano 10° células” min™) con la
velocidad inicial de transporte a 10° C de la cepa que sobreexpresa 7472 se aprecia que
a 10° C la velocidad inicial de transporte s6lo decae un 20%, lo cual es una
optimizacion significativa comparado con la reduccion en el transporte de triptofano del

90% que presenta la cepa parental a 10° C (figura 20)

En el caso de la cepa que sobreexpresa TAT1, la velocidad inicial de transporte a 28° C
es de 30,299 + 2,626 pmol triptéfano 10° células™ min™ y a 10° C 4,641 + 0,412 pmol
triptofano 10° células™ min™'. Por lo tanto, a 10° C la velocidad inicial de transporte al

sobreexpresar TAT1 es 4,1 veces superior a la que presenta la cepa parental a la misma

temperatura.
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Figura 20. Cinética de incorporacion de triptofano marcado radioactivamente por la cepa W303
a 28° C,y 10° C comparado con la misma cepa transformada con el plasmido YEp24.TAT2 a 28°
Cy10°C.
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Figura 21. Cinética de incorporacion de triptofano marcado radioactivamente por la cepa W303
a 28° C,y 10° C comparado con la misma cepa transformada con el plasmido YEp24.TATI a 28°
Cy10°C.

6.2 La sobreexpresion del gen YCRO15C no confiere mayor

capacidad de transporte de triptofano
Dado que se desconoce la funcion de la proteina codificada por el gen YCRO15C se
exploré la posibilidad de que su sobreexpresion confiriera mayor capacidad de
transporte a 10° C. Como se puede ver en la figura 22 la sobreexpresion del gen
YCRO15C no confiere mayor capacidad de transporte de triptofano. De hecho presenta
una velocidad inicial de transporte a 10° C de 1,742 + 0,247 pmol triptéfano 10° células”
"' min™' semejante a la de la cepa parental transformada con el vector (1,12 + 0,106 pmol
triptofano 10° células’ min™). Por lo tanto se desechd la posibilidad de que la
sobreexpresion del gen YCRO15C mejorara la capacidad de transporte de triptofano a

10° C.
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Figura 22. Cinética de incorporacion de triptofano marcado radioactivamente por la cepa W303
a 28° C,y 10° C comparado con la misma cepa transformada con el plasmido YEp24.YCRO15C
a28°Cy10°C.

6.3 Las cepas de levaduras industriales presentan la misma
velocidad inicial de transporte que la cepa de laboratorio
W303

Siguiendo el mismo razonamiento que en el caso de W303, primero se estudio la
capacidad de crecimiento a bajas temperaturas de 20 cepas industriales. Entre ellas se
selecciono a la que presentaba mayor resistencia al frio: CECT 1990 (cepa de levadura
cervecera S. cerevisiae de fermentacion baja empleada para la fabricacion de cerveza
tipo “lager””). También se selecciond la levadura cervecera que, bajo las condiciones del
ensayo, parecia presentar menor resistencia al frio: W34/70. Adicionalmente, se ha
incluido la levadura CECT 1462, una cepa de levadura cervecera S. cerevisiae de
fermentacion alta empleada para la fabricacion de cerveza tipo “ale”, para comparar los
resultados con la cepa CECT 1990 ya que las cepas “ale” crecen mejor a temperaturas
mas altas que las que precisan las cepas “lager”. Todas ellas presentan mayor tolerancia

al frio que la cepa de laboratorio W303 e incluso que la misma sobreexpresando el gen

TAT2 a 8° C (figura 23).
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Figura 23. Resistencia al frio (8° C) de las cepas industriales CECT 1990, W34/70 y CECT

1462 comparadas con la cepa de laboratorio W303 y la misma sobreexpresando el gen 74A72.
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Tiempo latencia (h) 260 72,82 95,86 97,19
Tiempo de generacion (h) 6,13 5,05 5,19 5,11

Figura 24. Curva de crecimiento a 10° C en medio YPD de la cepa de laboratorio W303 y las

cepas industriales CECT 1990, W34/70 y CECT 1462.
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Figura 25. Cinética de incorporacion de triptofano marcado radioactivamente por la cepa de
laboratorio W303 y por tres cepas industriales CECT 1990, W34/70 y CECT 1462 a 28° C,y 10°
C.

Por otro lado, en la figura 24 se muestran las curvas de crecimiento a 10° C de las cepas
industriales estudiadas junto con la cepa de laboratorio W303. En la misma, se aprecia
que el tiempo de latencia de las cepas industriales (CECT 1990 72,82 h, W34/70 95,86
h y CECT 1462 97,19 h) se reduce aproximadamente a la tercera parte del que presenta
la cepa de laboratorio W303 (260 h). El tiempo de generacion también se redujo en 1 h
aproximadamente en las tres cepas industriales comparadas con la cepa de laboratorio

W303.

Se plante6 la posibilidad de que la resistencia a las bajas temperaturas estuviera
relacionada con una menor disminucion en la capacidad de transporte de triptdfano a
bajas temperaturas. Sin embargo, las tres cepas presentaron una merma en la velocidad
inicial de transporte de triptofano similar a la observada para la cepa de laboratorio
W303 (figura 25). En el caso de la cepa industrial CECT 1990 la velocidad inicial de
transporte a 28° C es de 12,91140,398 pmol triptofano 10° células™ min™, y a 10° C de
1,265 +0,078 pmol triptofano 10° células™ min™.
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De forma similar, la cepa industrial W34/70 presenta una velocidad inicial de transporte
de triptofano a 28° C de 14,943 + 0,187 pmol triptofano 10° células™ min™, y a 10° C de
1,554 + 0,124 pmol triptoéfano 10° células™ min™.

Andlogamente, la cepa industrial CECT 1462 presenta una velocidad inicial de
transporte de triptofano a 28° C de 12,284 + 0,012 pmol triptofano 10° células™ min™, y

a 10° C de 1,099 + 0,057 pmol triptéfano 10° células™ min™.

Las cepas industriales no presentan ningun tipo de auxotrofia por lo que, aunque tengan
disminuida la capacidad de incorporacién de triptofano, como la cepa de laboratorio
W303, ésta no repercute en el crecimiento celular ya que estan dotadas de todos los
genes que codifican las enzimas que permiten la biosintesis de triptéfano. Ademas el
crecimiento de las cepas industriales no mejor6 al crecer las células en un medio con
triptofano en exceso. Por lo que se deduce que la disponibilidad intracelular de
triptéfano no parece ser un factor limitante para el crecimiento a bajas temperaturas en
las levaduras industriales. Tampoco la adicion de fosfato inorganico en elevada

concentracion mejor6 el crecimiento de las cepas industriales (figura 23).

6.4 Comparativa de las velocidades iniciales de transporte de

triptéfano en las distintas cepas estudiadas
En la tabla 12 se muestran las velocidades iniciales de transporte de triptéfano de las
distintas cepas ensayadas a 10° y 28° C. A 28° C todas ellas presentan velocidades
iniciales de transporte de triptofano similares, a excepcion de aquellas cepas que
sobreexpresan los transportadores de triptéfano TAT2p y TATIp que
aproximadamente triplican la velocidad inicial de incorporacion de triptéfano del resto.
A 10° C la velocidad inicial de incorporacion de triptofano se reduce a la décima parte,
tanto en las cepas de laboratorio que no sobreexpresan los transportadores de triptéfano
como para las cepas industriales. Sin embargo, en las cepas que sobreexpresan TAT2p y
TATIlp la merma en la capacidad inicial de incorporacidon de transporte a 10° C se
reduce a 3,6 veces, en el caso de la sobreexpresion de TAT2,y a 6,5 veces en el caso de

la sobreexpresion de 7AT1.
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Velocidad inicial de transporte de triptéfano
(pmol de triptofano incorporado 10° células ' min )
Cepa Plasmido Media +SD Cociente
sobreexpresado 28° C 10°C 28° C/10°C
W303 YEp24 11,309+ 0,211 1,061 £0,022 10,66
W303 YEp24.TAT?2 33,504+ 0,425 9,210 £0,022 3,64
W303 YEp24.TAT1 30,299 +2,626 4,641 +£0,412 6,53
W303 YEp24.YCRO15 18,805 +0,363 1,742 +0,247 10,80
CECT 1990 - 12911 +0,398 1,265 +0,078 10,20
W34/70 - 14,943 + 0,187 1,554 +0,124 9,61
CECT 1462 - 12,284 £0,012 1,099 £ 0,057 11,18

Tabla 12. Velocidad inicial de transporte de triptéfano de las distintas cepas ensayadas a 10 y

28° Cy el cociente de las velocidades a ambas temperaturas.
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Discusion

Como ha quedado constatado en el apartado de Resultados de la presente Tesis, el
aumento en la expresion de los genes TAT2/YOL020W, TAT1/YBRO69C 'y
TRP1/YDROO7W produce una mejoria en el crecimiento de las células de S. cerevisiae
a 10° C. Estos 3 genes estan relacionados con la disponibilidad intracelular de
triptofano, ya que el gen TAT2 codifica una permeasa de alta afinidad para triptéfano y
tirosina mientras que el gen TAT1 codifica una permeasa para valina, leucina, isoleucina
y tirosina y de baja afinidad para triptofano e histidina (Schmidt et al., 1994). El gen
TRP1 codifica la enzima fosforibosil antranilato isomerasa que cataliza el 3* paso en la

biosintesis de triptofano (Hommel et al., 1995).

Recientemente ya se habian relacionado a TAT2 y TAT1 con el crecimiento a bajas
temperaturas. La sobreexpresion de TAT2 6 TAT1, aunque en el caso de TAT1 en menor
medida que para TAT2, confiere no solo capacidad de crecimiento a temperaturas bajas
(a 10° C 6 a 15° C), sino también frente a elevadas presiones hidrostaticas en cepas
auxotrofas para triptéfano (Abe y Horikoshi, 2000; Abe e Iida, 2003). Resulta
interesante prestar atencion a los estudios llevados a cabo en condiciones de elevada
presion hidrostatica ya que, al igual que las bajas temperaturas, causa la disminucion de
la fluidez de la membrana y la restriccion de movimientos de los fosfolipidos y
proteinas de dicha membrana (Cossins y Macdonald, 1989). Ademas, ambos tipos de
estreses se ha visto que ejercen un efecto similar sobre el transporte de triptéfano a
través de la membrana. La ultima parte de nuestro trabajo se centrd en el estudio de la
velocidad inicial de transporte de triptéfano. La reduccion del transporte hasta el 9,4 %
nos confirma que a bajas temperaturas el transporte de triptofano en la cepa de
laboratorio W303 se ve seriamente perjudicado. De forma similar, al someter a células
de levadura a una incubacion en condiciones de elevada presion hidrostatica, se ha visto
que se provoca una drastica disminucion en el transporte de triptofano. Ademas, resulta
que esta disminucioén depende del grado de aumento de la presion hidrostatica (25 6 50

MPa) y de la duracion de la incubacion (Abe y Horikoshi, 2000).

Por otra parte, la degradacion de Tat2p en condiciones de elevada presion hidrostatica y
bajas temperaturas se inicia por la ubiquitinaciéon mediada por la ubiquitina ligasa

Rsp5p. Precisamente, se ha visto que mutaciones en los extremos N- y C-terminal de
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Tat2p en cepas auxotrofas para triptofano, que impiden su ubiquitinacion y posterior
degradacion, confieren a la célula una mayor capacidad de crecimiento a altas presiones
hidrostaticas y bajas temperaturas (Nagayama et al., 2004). Ademas, estas cepas
mutantes presentan entre 2,5 y 4 veces mas transporte de triptofano que la cepa parental
en condiciones de elevada presion hidrostatica. Las tres mutaciones estudiadas HPG2-1,
HPG2-2 y HPG2-3 han sustituido un residuo de un aminoacido 4cido por uno no polar,
polar o basico, respectivamente. Esto sugiere que los aminoacidos cargados
negativamente en el extremo N-terminal (HPG2-1) o en el extremo C-terminal (HPG2-
2 y HPG2-3) podrian tener importancia en la degradacion de Tat2p a elevada presion
hidrostatica. Se han obtenido resultados similares en cuanto a la mejora en el transporte
de triptofano bajo condiciones de elevada presion hidrostatica, en cepas con mutaciones
que afectan al dominio catalitico de la ubiquitina ligasa Rsp5p y cepas donde el gen
BUL1 (codifica la proteina de union a RspSp) ha sido eliminado (Abe e lida, 2003). En
el mismo sentido, los mutantes de las proteasas especificas de ubiquitina doa4A, ubp6A
6 Uubpl4A presentan mayor resistencia a elevada presion hidrostatica y bajas
temperaturas y un mayor transporte de triptéfano comparado con la cepa parental al
elevar la presion hidrostatica (Miura y Abe, 2004). Los resultados obtenidos en los 3
estudios comentados anteriormente sugieren que en todos estos mutantes, el nivel de
permeasa en estado estable se encuentra aumentado en condiciones de elevada presion
hidrostatica en comparacion con la cepa parental, con lo que se consigue aumentar la
actividad de transporte y su capacidad de crecimiento en condiciones de elevada presion

hidrostatica (Nagayama et al., 2004).

En cuanto a los resultados que hemos obtenido en nuestros estudios a bajas
temperaturas, al evaluar la capacidad de transporte de triptofano para dos cepas que
sobreexpresan individualmente los genes TAT2 y TAT1 se obtuvo un notable aumento
en la entrada de triptofano al someter a las células a 10° C comparado con la cepa
parental, si bien éste fue mas marcado para el caso de la sobreexpresion de TAT2
(aumento del transporte de triptofano de 8,2 veces para el caso de la sobreexpresion de
TAT2 frente un aumento de 4,1 para el caso de TAT1). Las diferencias obtenidas en el
grado de mejoria del transporte de triptdfano son coherentes con el grado de afinidad de
las dos permeasas por el triptéfano, ya que en el caso de Tat2p se trata de una permeasa
de alta afinidad para triptofano mientras que Tatlp es una permeasa de baja afinidad

para triptéfano y de alta afinidad para valina, isoleucina, tirosina y leucina Al
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sobrexpresar TAT2 6 TAT1 en condiciones de baja temperatura se obtienen incrementos
en el transporte de triptoéfano similares a los obtenidos para mutantes deficitarios en la
degradacion proteolitica de Tat2p sometidos a condiciones de elevada presion
hidrostatica (incremento del transporte de triptéfano entre 4,3 y 2-5 veces dependiendo
del mutante) (Nagayama et al., 2004). De forma que, como ocurria con los mutantes
deficitarios en la degradacion proteolitica de Tat2p en condiciones de elevada presion
hidrostatica, al sobreexpresar individualmente los genes TAT2 y TAT1 posiblemente se
logra aumentar los niveles de permeasa en estado estable en comparacion con la cepa
parental con lo que se consigue aumentar el transporte de triptéfano a bajas

temperaturas y con ello su capacidad de crecimiento en tales condiciones.

Asimismo, se ha identificado a TRP1/YDROO7W como uno de los genes responsables
del crecimiento en frio. Dicho gen codifica una fosforibosil antranilato isomerasa que
cataliza el 3* paso en la biosintesis de triptdfano. Su mutante nulo es sensible al frio
(Hampsey, 1997). Recientemente, mediante un cribado de una genoteca de mutantes se
ha identificado a TRP1 como uno de los 20 genes mas importantes para el crecimiento a
15° C (Abe y Minegishi, 2008). En el mismo trabajo también se sefiala la importancia
de otras enzimas implicadas en la biosintesis de triptofano (Trp4p, TrpSp y Trp2p) en la
adaptacion al frio. Por otra lado, se ha observado que en cepas auxotrofas para
triptéfano, como en el caso de W303, la sobreexpresion del gen TRP1 tiene como
consecuencia un crecimiento mas eficiente a elevadas presiones hidrostaticas (Abe e

lida, 2003) y a bajas temperaturas (este trabajo).

Como ha quedado demostrado, los efectos del frio se ven atenuados mediante la adicion
de un exceso de triptofano, la prototrofia a triptéfano y la sobreexpresion del gen TRP1
o de aquellos genes que codifican para transportadores de triptéfano, como TATZ y
TAT1. Diversos trabajos han puesto de manifiesto fenotipos similares con respecto a la
auxotrofia a triptofano y el rescate con exceso de triptdfano o por sobreexpresion de los
genes TAT2, TAT1 o TRP1. Es el caso de perturbaciones en el metabolismo de
esfingolipidos (Skrzypek et al., 1998; Chung et al., 2001b), anestésicos volatiles
(Palmer et al., 2002), el agente antitumoral 4-fenilbutirato (Liu et al., 2004), el farmaco
inmunosupresor FK506 (Schmidt et al., 1994) y altas presiones (Abe y Horikoshi,
2000). En el caso del farmaco inmunosupresor FTY 720, el comportamiento fenotipico

fue similar a excepcion de la adicién al medio de un exceso de triptofano que no
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produjo reversion de la sensibilidad (Welsch et al., 2003). Ademas, mutantes de
levadura por eliminacion del gen ERG6, que codifica para una metiltransferasa que
convierte zimosterol en fecosterol en la ruta de biosintesis de ergosterol, presentan
deficiencias en el transporte de triptéfano. En este caso, las cepas Aerg6 son viables en
fondos genéticos prototrofos para triptéfano, pero no en fondos auxotrofos y, ademas, la
letalidad de las cepas erg6 trpl se suprime mediante la adicion de elevadas
concentraciones de triptofano (Umebayashi y Nakano, 2003). Asi, el transporte de
triptéfano es un punto clave en la fisiologia de la levadura, convirtiéndose en factor

limitante del crecimiento bajo una gran variedad de condiciones estresantes.

A la vista de los resultados obtenidos se plantea la duda de cudl es la localizacion de
Tat2p en la célula durante las bajas temperaturas. En el caso de células crecidas a su
temperatura Optima de de crecimiento, la localizacion celular de Tat2p depende de la
concentracion de triptofano en el medio (Umebayashi y Nakano, 2003). Estos autores
demuestran que cuando existe una elevada concentracion de triptofano en el medio de
cultivo, Tat2p se localiza en la vacuola o en compartimentos perivacuolares. Es mas,
sefialan que dicha localizacion es consecuencia del envio directo de Tat2p desde el
aparato de Golgi hasta los endosomas tardios sin ser desviada a la membrana
plasmatica. El hecho de que la célula prescinda del transportador de alta afinidad para
triptéfano puede deberse a que la concentracion de triptéfano en los medios de cultivo
estandar sea lo suficientemente elevada como para que dicho aminoacido se incorpore a
través de otras permeasas de aminoacidos, tales como Tatlp (Schmidt et al., 1994). En
cambio, cuando la concentracion de triptéfano en el medio de cultivo es baja, Tat2p se
localiza en la membrana plasmatica (Umebayashi y Nakano, 2003), lo que pone de
manifiesto la necesidad de un eficiente sistema de incorporacion de triptofano en tales
condiciones. Recientemente, hemos llevado a cabo estudios preliminares sobre la
localizacion de la proteina de fusion Tat2-GFP que apuntan a que, a 28° C y en medio
minimo adicionado con los requerimientos auxotroficos en concentraciones estandar, la
cepa W303 presenta el mismo comportamiento descrito por Umebayashi y Nakano para
células crecidas en un medio con elevada concentracion de triptdfano, es decir, Tat2p se
localiza en la vacuola. Este hecho puede ser justificado argumentando una
concentracion de triptéfano en el medio lo suficientemente elevada como para que dicho
aminodcido sea incorporado a través de otras permeasas para aminodcidos. Sin

embargo, al estudiar la localizacion celular de Tat2p a 10° C, y habiendo crecido las
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células en el mismo medio de cultivo citado anteriormente, se vio que dicha proteina se
hallaba en la membrana plasmatica, lo que sugiere un comportamiento similar al ayuno

de triptéfano al incubar las células de levadura a bajas temperaturas.

No obstante, no se ha llegado a elucidar de forma clara cudl es el mecanismo mediante
el cudl se produce esta disminucion en el transporte de triptdfano tras su exposicion al
frio. Sin embargo, si se sabe que las bajas temperaturas aumentan el grado de
ordenamiento de las cadenas hidrocarbonadas de los 4cidos grasos de los fosfolipidos,
lo que produce una disminucion en la fluidez de la membrana plasmatica que provoca
una reducida difusion lateral de las proteinas de la misma, una disminucion de la
actividad de las enzimas asociadas a dicha membrana y una mayor reduccion en el
transporte a través de esa membrana (Vigh et al., 1998). Para intentar explicar por qué
se produce esta disminucion en el transporte de triptofano a bajas temperaturas, se
podrian proponer varias hipotesis: por un lado podria suceder que al exponer las células
a bajas temperaturas Tat2p y Tatlp fueran degradadas via ubiquitinacion o, por otro
lado, que ambas permeasas no fueran enviadas a la membrana plasmadtica por ser el
trafico de las mismas muy sensible al frio. Sin embargo, ambas consideraciones parecen
poco probables teniendo en cuenta: a) la localizacion celular de Tat2p en la membrana
plasmatica tras su incubacion a 10° C, y b) que el defecto en el crecimiento es atenuado
mediante un exceso de triptéfano en el medio o mediante un aumento de la expresion de
las permeasas Tat2p y Tatlp. Por lo tanto, en lo que a las bajas temperaturas se refiere,
lo mas probable es que las permeasas para triptéfano, ain estando presentes en la
membrana plasmatica, no sean activas a causa de la marcada disminucion de la fluidez

de la misma.

Otro de los genes cuya sobreexpresion confiere mayor capacidad de crecimiento a 10° C
es el gen NSG2/YNL156C, que codifica una chaperona selectiva que estabiliza a
Hmg2p, una de las enzimas claves implicadas en la biosintesis de ergosterol (Flury et
al., 2005). En dicho estudio qued6 demostrado que, mediante la sobreexpresion del gen
NSG2, se consigue incrementar de forma significativa la estabilidad de Hmg2p.
Contrariamente a lo que cabria esperar, en el cribado llevado a cabo a 10° C no se ha
aislado al gen NSG1, que codifica una proteina que cumple la misma funcién que
Nsg2p. El esterol mas importante en levadura es el ergosterol y es posible que, a través

de la estabilizacion de Hmg2p, se consiga favorecer la biosintesis de ergosterol
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facilitando de esta manera la asociacion de determinadas proteinas con los denominados
“lipid rafts” ricos en ergosterol, donde se sabe que residen algunas proteinas de
membrana como Canlp (permeasa para arginina), Furdp (permeasa para uracilo), Sur7p
(presumiblemente relacionada con la endocitosis) y Tat2p (permeasa para triptofano)
(Grossmann et al.2007). Los “lipid rafts” son microdominios de membrana ricos en
esfingolipidos y colesterol (Simons e Ikonen, 1997), cuya existencia en células de
levadura ha quedado demostrada (Bagnat et al., 2000). Se ha propuesto que estas
estructuras actiian como plataformas de clasificacion que emergen de la region trans-
Golgi y se mueven hacia la membrana plasmatica, participando en la localizacion de
determinadas proteinas. Este razonamiento es coherente con el hecho de que mutantes
Aergb6 presentan deficiencias en el transporte de triptéfano, ya que la falta de ergosterol
provoca un fallo en la asociacion de Tat2p con los “lipid rafts” y es errdbneamente
enviado a la vacuola para su degradacion (Umebayashi y Nakano, 2003). Incluso se ha
descrito una disminucion significativa en el transporte de glucosa a través de Huplp
(transportador de hexosas del alga verde Chlorella kessleri) en un mutante Aerg6 que
presenta una distribuciéon homogénea del transportador en la membrana (Grossmann et
al., 2006), lo que sugiere la importancia de la asociacion de determinadas proteinas al
ergosterol, no s6lo para su correcto trafico intracelular sino también para su actividad in

situ.

Asimismo, ha quedado patente en el capitulo de Resultados que la sobreexpresion del
gen PCK1/YKRO097W aumenta la capacidad de crecimiento a 10° C. Dicho gen codifica
la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, que resulta clave en la gluconeogénesis
para la formaciéon de fosfoenolpiruvato a partir de oxalacetato. Diversos estudios que
versan sobre la expresion génica a bajas temperaturas han descrito un aumento
considerable en su nivel de transcripcion (Sahara et al., 2002; Homma et al., 2003;
Murata et al., 2006). Las razones que motivan la importancia de esta proteina en la
adaptacion al frio no resultan evidentes, pero podria contribuir a aumentar los niveles de
glucosa para la biosintesis de carbohidratos de reserva ya que, como se ha descrito en la
Introduccién, el metabolismo de los mismos se activa a bajas temperaturas asi como
frente a diferentes tipos de estreses tales como, estrés térmico o estrés oxidativo (Parrou
et al., 1997). Es posible que, al igual que ocurre en el caso del triptéfano, el transporte
de glucosa se vea muy afectado por la inactivacion o el mal funcionamiento de los

multiples transportadores de glucosa como consecuencia de los cambios que el frio
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induce en la membrana plasmatica, o por los efectos que las bajas temperaturas puedan
ejercer sobre la expresion, los mecanismos de regulaciéon de la transcripcion, la
estabilidad de los mRNAs, el proceso de traduccion o los mecanismos de regulacion
post-traduccional del conjunto de miembros que forman la familia de transportadores de
glucosa. Todo ello conduciria a un ayuno en dicho nutriente para la célula, razon por la
que ésta pondria en marcha la correspondiente ruta biosintética. Ademas, la activacion
de la gluconeogénesis no s6lo proporcionaria glucosa a la levadura, sino también
fosfato, cuyo transporte y biodisponibilidad parecen ser el siguiente cuello de botella
tras el del triptéfano, a tenor de los resultados ya expuestos en relacion con el cribado de
la genoteca en condiciones de alta concentracion de triptofano. Cabe resaltar que esta
aparente activacion de la gluconeogénesis se produce en presencia de una alta
concentracion de glucosa en el medio, por lo que no solo el transporte de la misma debe
de estar inactivado, sino también los mecanismos o las rutas de sefalizaciéon que
participan en la represion catabolica que la presencia de la glucosa desencadena. Asi,
los dos genes que codifican para enzimas clave de la gluconeogénesis, FBP1 y PCK1,
estdn sujetos, entre otros niveles y vias de regulacion, a represion por catabolito
(Zhikang et al., 1996), mientras que el efecto de la sobreexpresion del gen sobre la
capacidad de crecimiento a bajas temperaturas se observa estando bajo el control de su
propio promotor, lo que apoyaria la sugerencia anterior de que el frio podria liberar a la
célula, o al menos a la transcripcion del gen, de la represion por glucosa. Esta hipotesis
se ve apoyada por estudios de transcriptomica efectuados a bajas temperaturas que
muestran elevados niveles de induccion de la transcripcion tanto para PCK1 como para

FBP1 (Sahara et al., 2002; Homma et al., 2003; Murata et al., 2006.)

Quizas la hipotesis mas interesante con la que se puede especular viene dada por el
hecho de que, de entre todos los genes que codifican para enzimas que participan en la
gluconeogénesis, el unico que en nuestro cribado de la genoteca mejora el crecimiento
frente al frio por su sobreexpresion es PCK1, lo que pareceria indicar que, al menos
bajo dichas condiciones, el paso catalizado por Pcklp es el paso limitante y, quizas,

sujeto a regulacion, en dicha ruta.

En el presente trabajo también se ha demostrado que la sobreexpresion del gen
PRO2/YOR323C confiere mayor capacidad de crecimiento a 10° C. Dicho gen codifica

una gamma-glutamil-fosfato reductasa (y-GPR) que cataliza el segundo paso en la
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biosintesis de L-prolina. En primer lugar diversos autores esclarecieron que los
mutantes putl con prolina oxidasa inactiva (implicada en la utilizacién de prolina como
fuente de nitrogeno para su conversion en glutamato) acumulan mayores niveles de
prolina intracelular, y esto se corresponde con una mayor resistencia a la congelacion y
deshidratacion (Takagi et al., 2000). Posteriormente publicaron que, en estos mismos
mutantes, al sobreexpresar una mutacion dominante del gen PRO1 (codifica la gamma-
glutamil quinasa (y-GK) que cataliza el primer paso en la biosintesis de L-prolina a
partir de L-glutamato), se provocd un aumento en la estabilidad y en la actividad
enzimatica teniendo como consecuencia una mayor acumulacion intracelular de prolina,
lo que generd un aumento significativo en la resistencia a la congelacion. Esta mutacion
consiste en la sustitucion en la posicion 154 de un residuo de acido aspartico por una
asparragina, y se ha comprobado que la misma facilita la interaccion intramolecular
entre -GK y y-GPR lo que estabiliza al complejo (Morita et al, 2003). Ademas, la
sobreexpresion gen mutado PRO1 conjuntamente con PRO2 (sin mutacién), aumentaba
todavia mas la acumulaciéon de prolina y, por tanto, la resistencia a la congelacion
(Terao et al., 2003). La actividad crioprotectora de la L-prolina se destaca tanto por su
accion a nivel del estrés hidrico generado por el proceso de congelacion-
descongelacion, como por su actividad como antioxidante (Rudolph y Crowe, 1985).
Incluso se ha sugerido la actividad de la L-prolina como chaperona para el correcto
plegamiento de las proteinas (Samuel et al. 2000). Por lo tanto, nuestros resultados
corroboran en cierta forma las hipotesis anteriores y refuerzan las conjeturas sobre el
potencial biotecnoldgico de L-prolina como agente protector de microorganismos y

enzimas industriales.

Como ya hemos visto en el capitulo de Resultados, se investigaron los genes cuya
sobreexpresion pudiera dotar a la levadura de una mayor capacidad de crecimiento en
frio en condiciones en las que la disponibilidad de triptofano no fuera un factor
limitante. En tales condiciones se identificaron a los genes PHO84/YML123C,
GTR1/YMLI121W, PHO87/YCRO037C, PHO90/YJL198W e YCROI15C.

PHO84, PHO87 y PHO90 pertenecen a los dos sistemas de transporte de fosfato
inorganico a través de la membrana plasmatica en levaduras: el sistema de alta afinidad
(integrado por las proteinas Pho84p y Pho89p) y el sistema de baja afinidad (integrado
por las proteinas Pho87p, Pho90p y Pho91p) (Persson et al., 1999). Por otro lado,
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YCRO15C codifica una proteina de funcion desconocida que interacciona con Gtr2p,

homologo de Gtrlp (Gavin et al., 2002).

El fosfato inorgdnico es un nutriente esencial para todos los organismos, ya que es
necesario en procesos tan diversos como la sintesis de acidos nucleicos, fosfolipidos y
multiples metabolitos celulares (implicados en procesos de fosforilacion u obtencion de
energia) (Torriani-Gorini et al., 1994). El sistema de baja afinidad se encuentra
constitutivamente activo, presenta una K,, para el fosfato inorganico de 770 uM y es el
mayor responsable del transporte al interior de la célula de este metabolito en
condiciones basales, es decir, cuando el medio extracelular es rico en fosfato. Cuando
existe un déficit de fosfato se activa el transporte de alta afinidad, que presenta una K,

por fosfato inorganico de 8,2 uM (Tamai et al., 1985).

El sistema de alta afinidad se encuentra controlado estrictamente por el regulén PHO.
Los miembros del sistema de baja afinidad estdn implicados en la activacion de la ruta
PHO y su expresion es independiente de la concentracion de fosfato inorganico y de la
actividad del factor de transcripcion Phodp (Auesukaree et al., 2003). Se ha
comprobado que la eliminacion simultanea de PHO84, PHO87, PHO89, PHO90 y
PHO91 suprime completamente el transporte de fosfato y, por lo tanto, resulta letal
(Wykoff y O’Shea, 2001). Mas recientemente, al estudiar como afecta la pérdida
individual de cada uno de estos 5 transportadores a la acumulacion intracelular de
fosfato inorgénico, se puso de manifiesto que la inactivacion de PHO84 provoco la
disminucién mas notable (aproximadamente acumulé la mitad de fosfato que la cepa
parental). Paralelamente al evaluar el contenido de fosfato inorgénico intracelular de los
mutantes cuadruples (excluyendo en cada caso uno de los transportadores) se constatd
que tan so6lo Pho84p (y ninguno de los otros transportadores) conferia niveles normales
de fosfato inorganico (Hiirlimann et al., 2007). Todo ello pone de manifiesto la

importancia de Pho84p para el metabolismo de fosfato inorgénico intracelular.

Hasta el momento no se ha descrito la relacion de las permeasas para fosfato con la
respuesta desencadenada tras la exposicion a un estrés. Tan solo un estudio sobre la
respuesta transcripcional de S. cerevisiae a pH alcalino, ha descrito la induccion de

PHO84 junto con otros genes relacionados con el metabolismo del fosfato (PHO89,
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PHO11/12) tras dicha exposicion a un pH alcalino, lo que pone de manifiesto la

alteracion de la homeostasis de fosfato en tales condiciones (Serrano et al., 2002).

Por otro lado, GTR1 da lugar a una proteina de unién a GTP. La funcion celular que
desempetia esta siendo elucidada. Gtrlp parece ser una proteina multifuncional que esté
involucrada en el trafico nuclear (Sekiguchi et al., 2001), en la biogénesis de los
ribosomas (Sekiguchi et al., 2004) y en el sistema de incorporacion de fosfato de alta
afinidad (Bun-Ya et al., 1992). Recientemente, mediante un cribado de una genoteca de
mutantes, se ha identificado a GTR1 como uno de los 40 genes mas importantes para el
crecimiento a 15° C (Abe y Minegishi, 2008). En el mismo trabajo también se sefiala
que la eliminaciéon de GTR1 o de GTR2 (homdlogo de GTR1) provoca un crecimiento
deficiente a elevadas presiones hidrostaticas y a bajas temperaturas, y que la
introduccion en una cepa gtrlA de un plasmido conteniendo GTR1, o de GTR2 en una
cepa gtr2A, igualaba al crecimiento de la cepa parental. Sin embargo, en el cribado que
hemos llevado a cabo no se ha identificado a GTR2 como uno de los genes cuya
sobreexpresion provoque mejora en el crecimiento a baja temperatura. GTR1 y GTR2
estan involucrados en el funcionamiento del complejo EGO/GSE (por sus siglas en
inglés, Exit from rapamycin-induced GrOwth arrest/Gap1 Sorting in the Endosome) que
participan en procesos de microautofagia y asociaciéon con “rafts” de permeasas de
aminoacidos. Ademas, a 15° C el transporte de aminoacidos para los que la cepa era
auxotrofa (leucina, histidina y lisina), disminuia en los mutantes gtrlA. Al transformar
este mutante con plasmidos que confieren prototrofia a los aminodcidos citados, se
recupera el crecimiento de la cepa parental, lo que sugiere que la sensibilidad a las bajas
temperaturas de los mutantes gtrA se debe a la deficiente incorporacion de nutrientes.
Por todo ello, el complejo EGO/GSE parece jugar un papel fundamental en la
localizacién en la superficie de la célula de las permeasas de aminodcidos a bajas
temperaturas. Esto podria explicar en parte el resultado que se obtiene al sobreexpresar
el gen GTR1 de manera individual, situacidon en la que se aprecia una ligera mejoria en
la capacidad de crecimiento de la levadura frente a bajas temperaturas. Sin embargo, y
dado que el efecto sobre dicha capacidad de crecimiento es mucho més acusado cuando
se sobreexpresan conjuntamente GTR1 y PHO84, todo parece indicar que GTR1
también podria estar implicado en la localizacion o estabilizacion de esta proteina

transportadora de fosfato. Esta posibilidad se apoya en estudios llevados a cabos en
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cepas gtrlA, que presentan una disminucion del 20% en la actividad transportadora de
fosfato inorganico por medio de Pho84p (Bun-Ya et al., 1992). Sin embargo, en otro
estudio la ausencia del gen GTR1 no tuvo una consecuencia tan dréstica en el transporte
de fosfato inorganico a través de Pho84p, aunque si que se observo un retraso
significativo en el mismo (Lagerstedt et al., 2005). En este mismo trabajo los autores
llevaron a cabo un andlisis cualitativo de la localizacién celular de Pho84p en células
GTR1" y gtrlA, no observando cambios significativos entre ambos tipos de células.
Alternativamente, también se podria especular con la hipotesis de que la disponibilidad
intracelular de fosfato tuviera algiin efecto sobre GTR1 y que la sobreexpresion de
PHOB84 restaurase la funcion o el papel de GTR1 sobre el transporte de aminoécidos al
aumentar dicha disponibilidad de fosfato, aunque no se dispone de ningun resultado

experimental que pueda avalar esta ultima suposicion.

En el presente trabajo también se ha demostrado que la sobreexpresion del gen
YCROI15C confiere mayor capacidad de crecimiento a 8° C en medio suplementado con
exceso de triptofano. YCRO15C codifica una proteina de funcién desconocida de la que
se conoce muy poco, entre otras cosas que no es un gen esencial y que interacciona
fisicamente con Gtr2p, homologo de Gtrlp. Aunque ya se ha mencionado anteriormente
la aparente paradoja de no haber encontrado en el cribado de la genoteca ningiin clon
conteniendo el gen GTR2, y si clones portadores de su homoélogo GTR1, es posible que
la identificacion del gen YCRO15C sea una manera, o una ruta indirecta, de haber
identificado la posible participacion de Gtr2p en la mejora de la capacidad de
crecimiento de la levadura frente al frio, pues ambas proteinas parecen formar parte del
mismo complejo proteico (Gavin et al., 2002). Ademas, la ligera mejoria en el
crecimiento frente a las bajas temperaturas aportada por la sobreexpresion de GTR1 o de
PHO84 por separado, se ve muy reforzada, como vimos, por la sobreexpresion conjunta
de ambos. Este resultado singular, que resalta que muy probablemente la tolerancia al
frio sea un fenotipo dependiente de multiples genes, se ha podido obtener mediante la
aproximacion experimental empleada en este trabajo gracias a la localizacién de ambos,
no so6lo en el mismo cromosoma, sino muy proximos ya que la distancia que separa las
pautas de lectura abierta de ambos genes es de unos 1100 pb, mientras que Ycr015Cp se
encuentra en el cromosoma III y GTR2 en el cromosoma VII, lo que hace imposible la
obtencion de un clon conteniendo a ambos. Por otra parte, YcrOl15Cp presenta

homologia con fosfoserinas fosfatasas de diversas especies bacterianas tales como
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Halorhodospira halophila, Chlorobium chlorochromatii y Pirellula sp., por lo que
contribuye a aumentar el fosfato intracelular. El hecho de que esta liberacion de fosfato
resulte positiva para la célula es coherente con las deficiencias en el transporte y
biodisponibilidad de fosfato. Recientes estudios llevados a cabo para lograr la
caracterizacion de un nuevo péptido antimicrobiano llamado kaliocina-1, que causa la
muerte en células de levadura, han puesto de manifiesto que tiene como dianas el factor
mitocondrial de iniciaciéon 2 (requerido para obtener niveles normales de traduccion
mitocondrial y de respiracion) y la proteina Ycr015Cp. Futuras investigaciones deberan
esclarecer el papel que desempena dicha proteina en la levadura y el mecanismo
mediante el cual el agente antimicrobiano kaliocina-1 ejerce su actividad

antimicrobiana.

Como ha sido demostrado en el capitulo de Resultados, la sobreexpresion de los genes
relacionados con el transporte de triptéfano o su biosintesis, en una cepa Trp ™ (RS-452)
no mitiga la sensibilidad al frio. Sin embargo, la sobreexpresion en la misma de genes
relacionados con el transporte de fosfato, asi como la adiciéon al medio de fosfato
inorganico para lograr una elevada concentracion de fosfato (10 mM), si que mejora
considerablemente su crecimiento. Este mismo comportamiento se produce con W303
al afiadir en el mismo medio triptéfano y fosfato en alta concentracion, por lo que una
posible explicacion es que las bajas temperaturas provoquen una deficiencia en la
incorporacion de fosfato debido a la pérdida de actividad de las permeasas, como en el
caso de las permeasas de triptofano, a causa de la marcada disminucion de la fluidez de
la membrana, ya que al suplementar el medio de cultivo con una elevada concentracion

de fosfato inorganico mejora el crecimiento en frio.

Se estudiaron los niveles de expresion de los genes TAT2, TAT1 y PHO90, ya que las
cepas que sobreexpresaban de forma individual cada uno de estos genes eran las que
mejores resultados presentaban, en cuanto a crecimiento se refiere, tras su exposicion a
bajas temperaturas. Los resultados obtenidos en el presente trabajo no coinciden con los
de analisis de micromatrices de cDNA publicados hasta la fecha. De hecho, tal como
queda demostrado en una reciente publicacion (Tai et al., 2007), dichos estudios
presentan resultados divergentes. Por ejemplo, entre los citados estudios existen
contradicciones en lo que se refiere a los niveles de expresion de los genes que

codifican proteinas ribosomales. Aunque Sahara et al. (2002) presentan un aumento en
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la transcripcion de muchos de estos genes tras una disminucion de la temperatura a 10°
C, en el trabajo realizado por Schade et al. (2004) una caida similar en la temperatura
genero una respuesta transcripcional totalmente diferente. En segundo lugar, aunque la
induccion de genes implicados en la reserva de carbohidratos es coherente con el
choque térmico por bajas temperaturas, se ha visto que la acumulacion de trehalosa s6lo
es indispensable para la supervivencia a temperaturas proximas a la congelacion. Por
encima de 10° C, el doble mutante nulo tpslAtps24 no presentd defectos en su
crecimiento ni pérdida de viabilidad (Kandror et al., 2004; Panadero et al., 2006). En
tercer lugar, aunque se ha sugerido que el complejo Msn2p/Msn4p esta implicado en la
respuesta a las bajas temperaturas (Kandror et al., 2004; Schade et al., 2004) hasta el
momento no se ha identificado una ruta transcripcional que se desencadene por las bajas
temperaturas. Como ya hemos comentado, las discrepancias entre los diferentes
estudios podrian deberse a las diferencias en las condiciones de cultivo, al tiempo en el
que se realiza el aislamiento de los mRNA, a la cepa utilizada en cada estudio o incluso
a las diferentes técnicas de cuantificacion empleadas. No obstante, se ha visto que el
nivel de expresion de un determinado gen no estd necesariamente relacionado con la
importancia del mismo para conseguir la adaptacion frente a un determinado tipo de
estrés (Giaever et al., 2002). De hecho, hay genes que son absolutamente necesarios
para el crecimiento bajo una determinada condicién que no presentan cambios en el
nivel de expresion, probablemente por que el cambio se produzca a nivel post-
transcripcional o post-traduccional. La situacion opuesta —un gen que presenta un gran
aumento en su expresion, pero que no resulta necesario para el crecimiento- aunque
conceptualmente resulta mas dificil de justificar, es la circunstancia con la que nos
hemos encontrado en este trabajo, donde ninguno de los genes que mejoran el
crecimiento de la levadura frente al frio sufre, segin los estudios de transcriptomica
llevados a cabo por otros autores (Murata et al., 2006; Sahara et al., 2002; Schade et al.
2004; Homma et al., 2003), espectaculares aumentos en su nivel de expresion cuando la
temperatura ambiental desciende. Es posible que bajo condiciones estresantes, se
expresen multiples genes y solo una pequefia fraccion de los mismos sean esenciales
para el crecimiento bajo dicha situacion de estrés, mientras que el resto sirvan para
preparar a la célula a superar un empeoramiento en las condiciones ambientales (en el
caso del frio, proteger a la célula frente a una posible congelacidon posterior), o para
adaptarse frente al estrés en cuestion y poder afrontar mejor una etapa de crecimiento

posterior bajo las nuevas condiciones.
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Por otro lado, en cuanto a la relacion entre la mejora del crecimiento en frio mediante la
sobreexpresion de los genes identificados y la resistencia a la congelacion, los
resultados obtenidos demuestran que la sobreexpresion de los genes que hemos
identificado, tanto en el cribado llevado a cabo a 10° C en medio YPD (TAT2, TAT1,
TRP1, NSG2, PCK1 y PRO2), como en el cribado llevado a cabo a 8° C en medio YPD
con exceso de triptéfano (PHO84.GTR1, PHO87, PHO90 ¢ YCRO15C), no confieren
tolerancia a la congelacion. Diversos trabajos ya han puesto de manifiesto ejemplos
similares de comportamientos no relacionados en lo que respecta a la tolerancia a la
congelacion y al frio. Asi, se han descrito genes cuya sobreexpresion confiere tolerancia
a la congelacion pero no lo hace con respecto al frio. Es el caso del gen ERG10/
YPLO028W (codifica una enzima acetoacetil-Coa tiolasa, implicada en la biosintesis de
ergosterol) para el que, en un estudio llevado a cabo bajo condiciones tanto de “cold
shock” (al someter las células a crecimiento a 10° C) como de estrés por congelacion, se
puso de manifiesto que su sobreexpresion no produjo ningln efecto sobre el crecimiento
a bajas temperaturas, pero si que confirié una mayor proteccion frente a la congelacion
(Rodriguez-Vargas et al., 2002). Del mismo modo, la produccion de enzimas
desaturasas recombinantes aumenta el indice de insaturacion y fluidez de la membrana
de las células, lo que provoca una mejora en la tolerancia a la congelacion en levadura

pero no en el crecimiento en frio (Rodriguez-Vargas et al., 2007).

Resulta obvio desde el punto de vista evolutivo que debe existir un punto de unioén entre
la respuesta a las bajas temperaturas y la desencadenada debido a la congelacion ya que
en los habitats naturales las heladas se preceden de periodos de bajas temperaturas. Por
ejemplo, la trehalosa comienza a acumularse después de 12 horas de incubacion a 10°,
4° 6 0° C, independientemente de que exista crecimiento o no (Kandror et al., 2004,
Schade et al., 2004). Dicho disacarido se acumula en cantidades elevadas en respuesta a
diferentes condiciones estresantes (Blomberg, 2000; Estruch, 2000), y se ha propuesto
que su actividad protectora de la célula se debe a la estabilizaciéon de la membrana
plasmatica y de las proteinas (Singer y Lindquist, 1998; Elbein et al., 2003; Gancedo y
Flores, 2004). También se ha relacionado la acumulacién de trehalosa con una mayor
resistencia a la congelacion (Kim et al., 1996). Aunque la trehalosa no es necesaria para
el crecimiento a 10° C (Schade et al., 2004), los resultados obtenidos por Kandror y

colaboradores (2004) ponen de manifiesto que este compuesto protege a la célula frente
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a bajas temperaturas. En el caso del glicerol, se ha observado una acumulacion de este
osmolito, que se produce en mayor medida a 4° C que a 12° C (Panadero et al., 2006).
El papel que ejerce el glicerol frente a la congelacion se ha explicado en términos de
prevencion de la deshidratacion osmdtica resultante de los procesos de
congelacion/descongelacion (Wolfe y Bryant, 1999), aunque se ha visto que no es
necesario para el crecimiento a 12° C (Panadero et al., 2006). En el caso del glucogeno
se produce un reciclaje del mismo como respuesta a diferentes tipos de estrés, tales
como choque térmico por calor, dafio oxidativo o estrés por congelacion porque los
genes implicados tanto en su sintesis como en su degradacion se encuentran inducidos,
sin que exista una acumulacion neta de este polisacarido (Parrou et al., 1997). Sin
embargo, en el caso de la exposicion a bajas temperaturas no se da el reciclaje de este
polisacérido de reserva comentado anteriormente para el caso de la congelacion, si no
que se produce una acumulacion significativa de glucogeno tras exponer a 10° C

durante 12 horas, y de forma mas marcada durante 60 horas (Schade et al., 2004).

Pareceria factible suponer que la adaptacion que persigue la levadura con el cambio
transcripcional que se produce con el cold shock puede preparar mejor a las células para
resistir la congelacion pues, de hecho, el estimulo sensorial que advierte de una u otra
situacion es el mismo, una bajada de la temperatura, pero los determinantes genéticos de
la capacidad de crecimiento en frio son distintos a los que desempefian un papel en la
resistencia a la congelacion. Un estudio reciente (Amato et al., 2008), llevado a cabo
con levaduras aisladas de las vetas de agua del hielo antartico, ha puesto de manifiesto
la existencia de actividad metabolica (medida como velocidad de incorporacion de
leucina a macromoléculas) a -15° C. El resultado més sorprendente del citado estudio
fue la deteccion de incorporacion de leucina en S. cerevisiae (microorganismo
incorporado al estudio para compararlo con las levaduras psicrofilas halladas en el hielo
antartico) a -15° C, lo que implica un nivel basal de metabolismo a una temperatura que
dista mucho de la temperatura minima de crecimiento. Los resultados presentados por
estos autores son coherentes con la hipotesis de Price y Sowers (2004), quienes
sugirieron que el metabolismo en condiciones de congelacion estd dirigido hacia el
mantenimiento y la supervivencia y no hacia el crecimiento. Muy probablemente esta es
la diferencia fundamental con la estrategia planteada por la celula frente a las bajas
temperaturas, que persigue la adaptacion a las mismas para, posteriormente, reanudar el

crecimiento. Futuras investigaciones deberan contribuir a esclarecer los aspectos de la
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respuesta al frio como un medio para sobrevivir, adaptarse y crecer a bajas temperaturas
asi como los posibles mecanismos que pudiera tener en comun para proteger a las

células frente a la congelacion.

Los estudios de transporte de triptéfano llevados a cabo en las cepas industriales (CECT
1990, W34/70 y CECT 1462) ponen de manifiesto la existencia de una disminucion en
la capacidad inicial de transporte de triptéfano similar a la obtenida para la cepa de
laboratorio W303. Sin embargo, al no presentar las cepas industriales ningun tipo de
auxotrofia, esta merma de la capacidad de incorporacion de triptofano no repercute en el
crecimiento celular ya que las células estan dotadas de todos los genes que codifican las
enzimas que permiten la biosintesis de triptofano. Ademas, el crecimiento de las cepas
industriales no mejord al crecer las células en un medio con triptéfano en exceso. Por lo
que se deduce que la disponibilidad intracelular de triptéfano no parece ser un factor
limitante para el crecimiento a bajas temperaturas de las levaduras industriales.
Tampoco la adicion de fosfato inorganico en elevada concentracion mejord el
crecimiento de las cepas industriales. Nuestros resultados se ven apoyados por un
reciente trabajo, llevado a cabo en condiciones que pretenden imitar las fermentaciones
vinicas, que compara el perfil transcripcional de una cepa de laboratorio y una cepa
industrial donde se pone de manifiesto un mayor estado de ayuno de nitrogeno para la
cepa de laboratorio que para la cepa industrial (Pizarro et al., 2008). Por lo tanto, para
lograr mejorar el comportamiento de las cepas industriales resultaria interesante
construir y analizar una libreria gendmica de una cepa de levadura cervecera de
fermentacion baja (S. carlsbergensis o S. pastorianus, segin autores). El motivo de
construir y analizar dicha libreria es que las levaduras cerveceras de fermentacion baja
se seleccionaron a lo largo de la historia por su mejor capacidad de fermentar a
temperaturas mas bajas que las levaduras de fermentacion alta. Como es bien conocido,
las levaduras industriales por una parte poseen un genoma mas complejo (en el caso de
las levaduras de cerveceria de fermentacion baja, son genomas hibridos que, ademas,
presentan aneuploidias) que las cepas de laboratorio y, ademas, se han ido
seleccionando empiricamente durante largo periodos de tiempo en los que se han ido
adaptando a un determinado entorno medioambiental relacionado con las materias
primas, el proceso industrial y el producto a fabricar (de nuevo para las levaduras de
produccion de cerveza tipo “lager”, por poseer mejores caracteristicas en relacion con

su capacidad de fermentar a temperaturas mas bajas y/o producir un perfil de aromas
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mas acorde con el resultado final que se quiere obtener). Por tanto, es muy posible que a
partir de la dotacion cromosémica de dichas cepas se puedan aislar otros genes, cuyas
caracteristicas en cuanto a conferir mayor capacidad de crecimiento frente a bajas

temperaturas resulten mas adecuadas.
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Conclusiones

1.Los efectos del frio sobre la capacidad de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae se
ven atenuados mediante la prototrofia a triptofano. En cepas auxétrofas para triptéfano
(trpl) el efecto de las bajas temperaturas se ve exacerbado, mientras que Sus
consecuencias sobre el crecimiento se pueden mitigar: a) mediante la adicion al medio
de cultivo de un exceso de triptéfano; b) mediante la sobreexpresion de cualquiera de
los dos genes, TAT1 o TAT2, que codifican para proteinas de membrana transportadoras
de triptéfano, o c) mediante la complementacion de la auxotrofia por sobreexpresion del
gen TRP1.

2. La determinacion de las velocidades iniciales de incorporacion de triptéfano muestra
que, a bajas temperaturas, el transporte de triptéfano se halla seriamente comprometido,
tanto en la cepa de laboratorio W303 como en las distintas cepas industriales de
fabricacion de cerveza estudiadas. Para ambos casos, cepas de laboratorio e industriales,
la reduccién de la temperatura desde 28° a 10° C provoca una disminucion de un orden
de magnitud en las velocidades iniciales de incorporacion de triptofano. Al
sobreexpresar en la cepa de laboratorio W303 de forma individual los genes que
codifican para los transportadores de triptéfano Tat2p y Tatlp, se obtiene un notable
aumento en el transporte de triptéfano a 10° C, el cual se correlaciona con un

considerable incremento de la tasa de crecimiento a dicha temperatura.

3. La sobreexpresion de cualquiera de los siguientes genes, NSG2, PCK1 o PRO2
provoca una mejoria en el crecimiento a 10° C, tanto en una cepa auxoétrofa para
triptéfano como W303, como en una cepa protétrofa para dicho nutriente como RS-452,
lo que se traduce en una disminucion en el tiempo de latencia y en el tiempo de

generacion durante el crecimiento a dicha temperatura.

4. La sobreexpresion en una cepa protétrofa para triptéfano como RS-452 de los
siguientes genes, PHO84, PHO87, PHO90 y GTR1, todos ellos relacionados con el
transporte de fosfato, asi como del gen YCR015C, o bien la adicion al medio de cultivo
de fosfato inorganico para lograr una elevada disponibilidad del mismo, mejora
considerablemente el crecimiento en frio de dicha cepa.
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5. La disponibilidad de triptofano, de fosfato o de ambos conjuntamente, no presenta
ningun efecto sobre la capacidad de las cepas de cerveceria de crecer a bajas

temperaturas.

6. La sobreexpresion de cualquiera de los genes que mejora la capacidad de crecimiento
frente a las bajas temperaturas, no tiene ningun efecto sobre la resistencia a la
congelacion de la levadura, ni en cepas auxdétrofas ni en cepas prototrofas para

triptofano.

7. La determinacion de los niveles de expresion de los genes TAT2, TAT1 y PHO90 en
la cepa W303 y a dos temperaturas diferentes, 28° y 10° C, indica que a 10° C la
transcripcion del gen TAT2 esta ligeramente inducida (2,3 veces mas que a 28° C), la de
TAT1 esta marcadamente inducida (5,5 veces mas que a 28° C) y la de PHO90

claramente reprimida (5,6 veces menos que a 28° C).
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Anexo: Reactivos quimicos

Agar Bacterioldgico, Pronadisa, Espafia

Agarosa, Pronadisa Espafa

Bolas de vidrio 425-600 um, Sigma-Aldrich Co. USA
Extracto de levadura, Pronadisa, Espafia

Peptona, Pronadisa, Esparia

Triptona, Pronadisa, Espafia

“Yeast Nitrogen Base” sin aminoacidos y sin sulfato aménico, Pronadisa, Espafia

ORGANICOS

Acido p-aminobenzoico (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany

Acido L-aspartico (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany
Acido citrico monohidrato (99,5-100, 5%, p.a.) Merck KGaA, Germany
Acido L-glutdmico (98,5-100,5%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany
Acido succinico (min 99,0%, p.a.), Sigma-Aldrich Co., USA

Adenina (min. 98,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany

L-Alanina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany

Alcohol isoamilico, Sigma-Aldrich Co., USA

Ampicilina sodica (biotechnology performance certified) , Sigma-Aldrich Co., USA
L- Arginina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany

L- Asparragina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany
D-Biotina (para bioquimica), Sigma-Aldrich Co., USA

Bromuro de etidio (para bioguimica), Merck KGaA, Germany

L- Cisteina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany
Cloroformo (p.a.), Merck KGaA, Germany

Dodecil sulfato sodico (min 99,0%, para bioquimica), Merck KGaA, Germany
Etanol absoluto (min. 99,5%, p.a.) Panreac Quimica SA, Espafia

Etanol 96° (min. 96,0 %) Panreac Quimicia SA, Espafa

L- Fenilalanina (min. 99,0%) Merck KGaA, Germany

Fenol (p.a.), Merck KGaA, Germany

Glicerol (min. 99,5%, p.a.), Merck KGaA, Germany

Glicina (min. 99,0%, para biologia molecular) Merck KGaA, Germany
D(+)-Glucosa anhidra, J.T Baker, Holland
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L- Glutamina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany
L-Histidina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany

L- Isoleucina (min. 99,0%, para bioguimica) Merck KGaA, Germany
L-Leucina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany

L- Metionina(min. 99,0%, para bioguimica) Merck KGaA, Germany
Myo-Inositol (min. 99,0 %, para bioquimica) Merck KGaA, Germany
Pantotenato de calcio (min.98%, para bioquimica) Sigma-Aldrich Co., USA
PIPES (Piperazina-N,N'-bis[2-4cido etanosulfénico])(min 99,0%, biotechnology
performance certified) Sigma-Aldrich Co., USA

Piridoxina-HCI (min. 99%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany
Polietilenglicol 3350, Sigma-Aldrich Co., USA

L- Prolina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany
2-Propanol (min. 99,8%, p.a.) Scharlau Chemie S.A, Espafa

Sacarosa (para bioguimica), Merck KGaA, Germany

L- Serina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany
D(-)-Sorbitol (para fines bioquimicos), Merck KGaA, Germany
Tiamina-HCI (min. 98%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany

L- Tirosina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany

L- Treonina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany
L-Triptéfano (min. 99,0%, para bioguimica) Merck KGaA, Germany
Tris(hidroximetil)aminometano (99,8-100,1%, p.a.), Merck KGaA, Germany
Triton X-100 (para biologia molecular), Sigma-Aldrich Co., USA

Titriplex ® 1l (acido etilendiaminotetraacetico disodico dihidratado) (99,8-101,1%,
p.a.), Merck KGaA, Germany

L- Valina (min. 99,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany

Uracilo (min. 98,0%, para bioquimica) Merck KGaA, Germany

INORGANICOS
Acetato sodico anhidro (min. 99,5%, p.a.) Merck KGaA, Germany

Acetato amonico (min. 98%, p.a.) Scharlau Chemie S.A., Espafa
Acetato de litio dihidrato (min 97%, p.a.) Sigma-Aldrich Co., USA
Acido acético (glacial) (min. 99,8%, p.a.) Merck

Acido clorhidrico (min. 32%, p.a.) Merck KGaA, Germany

Acido bérico (min. 99,8%, p.a.) Merck KGaA, Germany
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Cloruro calcico dihidrato (min. 99,0%, para biologia molecular) Sigma-Aldrich Co.
USA

Cloruro de litio (min. 99,0%, p.a.) Merck KGaA, Germany

Cloruro férrico hexahidrato (99,0-102,0%, p.a.) Merck KGaA, Germany

Cloruro magnésico hexahidrato ( min 99,0%, calidad biologia molecular) Merck KGaA,
Germany

Cloruro potéasico (99,5-100,5%, p.a.) Merck KGaA, Germany

Cloruro sodico (min. 99,5%, p.a.) Merck KgaA, Germany

Potasio dihidrogenofosfato (min. 99,5%, p.a.) Merck KGaA, Germany

Di-potasio hidrogenofosfato trihidrato (min. 99,0%, p.a.) Merck KGaA, Germany
Di-sodio hidrogenofosfato dihidrato (min. 99,5%, p.a.) Merck KGaA, Germany

Sodio dihidrogenofosfato monohidrato (min. 99,0-102,0%,p.a.) Merck KGaA, Germany
Hidroxido potasico (min. 85,0%, p.a.) Merck KGaA, Germany

Hidroxido sodico (min. 99,0%, p.a.) Merck KgaA, Germany

loduro potéasico (min. 99,0%, p.a.) J.T. Baker, Holland

Molibdato sédico dihidrato (min. 99,0%, p.a.) Scharlau Chemie S.A., Espafia

Sulfato cuprico pentahidrato (99,0-100,5%, p.a.) Merck KGaA, Germany

Sulfato potésico (min. 98,0%, p.a.) Panreac Quimica SA, Espafia

Sulfato magnésico heptahidrato (min. 99,5%, p.a.) Merck KGaA, Germany

Sulfato de manganeso (11) monohidrato (98,0-101,0%, p.a.) Merck

Sulfato aménico (min. 99,5%, p.a.), Merck KgaA, Germany

Sulfato de zinc heptahidrato (99,0-103,0%, p.a.) Panreac Quimica SA, Espafia








