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1. RESUMEN

Las modernas practicas de vinificaciéon y la necesidad de adaptarse a nuevos
mercados derivan en muchas ocasiones en la busqueda de cepas de levadura cada
vez mas especializadas para la fermentacion, con propiedades enolégicas muy bien
definidas. Los avances en las técnicas de ADN recombinante han hecho posible
modificar propiedades existentes o introducir nuevas propiedades en cepas
industriales de levadura.

Durante los ultimos afios se han obtenido diversas levaduras vinicas transgénicas con
interés para mejorar o desarrollar nuevas condiciones de vinificacién, y esto se traduce
en un control del proceso y de la produccién mas preciso. Se pueden seleccionar y
desarrollar cepas que modifiquen ciertas caracteristicas del sabor y aromaticas del
vino; mejorar determinadas propiedades de la fermentacion, como el desarrollo
simultaneo de las fermentaciones alcohdlica y malolactica; o propiedades tecnolégicas
como la actividad proteolitica y la capacidad de floculacion de la levadura. Por ultimo,
se han desarrollado cepas que permiten seleccionar las caracteristicas deseadas de
los metabolitos producidos durante la fermentacion alcohdlica, muchos de ellos con
implicacion para la salud.

En esta revision bibliografica se hace un analisis de las principales areas de aplicacion
de la ingenieria genética sobre levaduras que intervienen en la elaboracion de vino en
la obtencion de caracteristicas deseables para mejorar las tecnologias y calidad en la
vinificacién, concretamente con cepas de Saccharomyces cerevisiae, principales
responsables de la fermentacion.

Finalmente, se recopila el conocimiento actual y los avances logrados en la obtencion
de levaduras transgénicas para vinificacion, y los aspectos legales que afectan a la
utilizacion industrial de dichas levaduras.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, ingenieria genética, recombinante, vino
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2. INTRODUCCION

2.1. CONSTITUCION GENETICA DE LA LEVADURA VINICA
Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae tiene un genoma haploide de 13.5 Mb,
contenidas en 16 cromosomas en tamanos que van de 230 a 2,350 Kb, y un ADN
mitocondrial de 80 kb, asi como una serie de elementos extracromosoémicos que se
detallan en la Tabla 1. El genoma presenta un sesgo moderado en su composicion
nucleotidica (frecuencia en el uso de un determinado codén para la codificacion de un
determinado aminoacido)con un contenido promedio de 39% G+C (Gonzalez y
Valenzuela, s.f).

Tabla 1: Material genético de Saccharomyces cerevisiae. Fuente: elaboracion propia

TIPO ACIDO LOCALIZACION CANTIDAD NUMERO TAMANO
HERENCIA NUCLEICO RELATIVA DE COPIAS  (Kb)
Cromosomas Mendeliana Doble cadena Nucleo 80% 16 pares 230-2350
ADN cromosomas
Plasmido 2 ym No Mendeliana Doble cadena  Nucleo 5% 60-100 6318
ADN
Transposones No Mendeliana Nucleo
ADN mitocondrial No Mendeliana Doble cadena Citoplasma 15% 8-130 75-85
ADN
ARN No Mendeliana Doble cadena Citoplasma 4600
ARN
Priones No Mendeliana Citoplasma

El genoma de Saccharomyces cerevisiae esta completamente secuenciado, y de dicha
secuencia se han deducido las siguientes caracteristicas de cada uno de los
elementos genoémicos:

DNA cromosémico: contiene mas de 6000 ORFs (Open Reading Frames o marcos de
lectura abierta), es decir, secuencias de ADN que potencialmente codifican para una
proteina aunque se desconoce su funcion bioldgica; tiene un promedio de un gen cada
2 kb, y un contenido del 39-41 por ciento en guanina y citosina; es mucho mas
compacto que el genoma de otras células eucariotas debido a que las zonas
intergénicas son pequenas y tiene pocos intrones (Carro, 2003); el 72 % de la
secuencia corresponde a secuencias codificantes, con un tamafo promedio de sus
genes de 1,45 Kb, 0 486 codones (Gonzalez y Valenzuela, s.f).

De los 16 cromosomas, el cromosoma mayor, cromosoma Xll, es el mas variable ya
que contiene el ADN ribosémico (regién con un alto e indeterminado grado de
repeticion). Su tamafo estandar oscila entre las 1,2 'y 2,2 Mb (Carro, 2003).

Plasmido 2 um: su funcién biolégica esta por descubrir, ya que no codifica funciones
fenotipicas aparte de su propia replicacién, que es independiente del DNA nuclear.
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Doble cadena ARN: se trata de dos moléculas lineales de doble cadena de ARN
(controladas por genes del nucleo) llamadas M y L, con un tamano de 1,3-2 Kb y 4,5
Kb respectivamente.

M codifica para dos tipos de proteinas: una toxina de naturaleza glicoprotéica llamada
toxina killer, y un factor inmunitario. L esta relacionada con la sintesis de la cubierta
proteica tipo virico que envuelve ambas moléculas. Algunas cepas de levaduras son
inmunes a estas toxinas, pero no producen la toxina. Estas cepas, llamadas neutras,
contienen los genomas L y M, pero el genoma M codifica solamente para la
produccion del factor inmunitario y no para la produccién de la toxina (Esther y
Jiménez 2007).

En Saccharomyces cerevisiae se han descrito cinco tipos de toxinas killer, que se han
denominado K1, K2, K3, K28 y K3GR1 segun la agresividad de éstas (K1 el de mayor
agresividad). Las cepas Killer poseen la ventaja ecologica de poder desplazar a otras,
pero organolépticamente el factor killer no aporta ningun valor afiadido al producto final
(Sos y Ralstonia, 2003).

La toxina segregada por las cepas killer actia sobre la pared y membranas celulares
de las cepas sensibles, alterando el potencial electroquimico de la membrana y
causandoles la muerte. La mayoria de las cepas killer de S. cerevisiae pertenecen a
las clases K1 y K2, las cuales matan una a la otra, aunque son inmunes a su propia
toxina (Esther y Jiménez 2007).

Elementos pridnicos: los priones son proteinas cuya secuencia de aminoacidos no
determina una sola conformacion o estructura terciaria. Pueden adoptar distintas
conformaciones en distintas condiciones, y contienen informacién en dicha
conformacion de manera andloga a los genes. Dicha informacién es heredable, y
puede transmitirse, replicarse y expresarse en forma de algun fenotipo (Cacace,
2011).

La mayoria de los priones de levadura son de tipo amiloide, que es un polimero lineal
de una sola especie de proteina, con una estructura en gran parte de lamina beta en la
cual las cadenas beta son perpendiculares al eje largo del
filamento. Sorprendentemente, una sola proteina pridnica puede ser la base de
cualquiera de las muchas variantes diferentes de priones que difieren genética y
bioldgicamente (Wickner et al., 2013).

ADN mitocondrial: las mitocondrias poseen su propio sistema genético y su propia
maquinaria de sintesis de proteinas. Saccharomyces cerevisiae tiene uno de los
mayores ADN mitocondriales de cualquier organismo; sin embargo, su genoma es rico
en adenintimina, y lleva la informacién genética de sélo unos pocos componentes
mitocondriales esenciales; ni siquiera codifica para la mayoria de las enzimas
involucradas en la generacion de ATP durante el crecimiento aerdbico (Pretorius,
2000).

El genoma mitocondrial también esté implicado en funciones celulares distintas del
metabolismo respiratorio. Levaduras con diferentes ADN mitocondriales podrian diferir
en sus caracteristicas de floculaciéon, metabolismo lipidico, mayor produccién de
alcohol y formacion de compuestos de sabor (Walker 1998).
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Transposones: son elementos genéticos capaces de moverse por el genoma
cambiando de localizacion y causando mutaciones (Caruz, 2009) y que varian en
namero y posicion en las diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae. Se sabe que
el genoma de la levadura alberga cinco familias de transposones,
denominadasTy7 a Ty5. Frecuentemente estan integrados en la zona adyacente al
promotor de un gen de ARNt (Pérez, 1997). Su importancia se debe a que pueden ser
utilizados como vectores en ingenieria genética.

2.2. TECNICAS DE TRANSFORMACION GENETICA DE LEVADURAS

La tecnologia del ADN recombinante es el conjunto de técnicas que permiten el
aislamiento, la clonacion en vectores, la amplificacion, la manipulacién y la
caracterizacion de genes o fragmentos especificos de ADN. Estas técnicas permiten la
obtencion in vitro de un ADN hibrido o ADN recombinante mediante la combinacion de
ADN de diferentes origenes y su transferencia a sistemas celulares apropiados para
su replicacién o clonacién. Las células u organismos que reciben estas combinaciones
génicas pasan a ser células u organismos transgénicos (Benito y Espino, 2013).

La transformacion es el proceso mediante el cual determinadas moléculas de ADN
exdégeno pueden ser introducidas en una célula. La adquisicién de este ADN resulta en
un cambio heredable (Gonzalez y Valenzuela, s.f).

Para poder transformar un organismo se requieren protocolos que destruyan (al
menos parcialmente) la pared celular y permeabilicen la membrana, de tal forma que
se puedan introducir fragmentos del ADN. En la Tabla 2 se recogen las estrategias de
destruccién mas habituales en ingenieria genética.

Tabla 2. Estrategias de destruccion de la pared celular. Fuente: elaboracién propia

ESTRATEGIA COMENTARIOS

Obtencion de esferoplastos Células con la pared parcialmente degradada mediante métodos enzimaticos, lo
que aumenta su permeabilidad al ADN exdgeno. Es necesario después un
tiempo de regeneracion de la pared en un medio de estabilizacion
isoténico(Gonzalez, 2008).

Electroporacion Aplicacion de descargas eléctricas de alta intensidad que generan poros sobre
la superficie celular facilitando la entrada de ADN ex6geno (Gonzalez, 2008)

Utilizacién de acetato de litio y PEG  Incubacién de las células con acetato de litio y PEG, previamente a un shock
(propilenglicol) térmico.

Biolistica Se cubren microparticulas, generalmente de oro, con el ADN a introducir y se
disparan estas microparticulas contra la célula.

Se requieren ademas vehiculos o vectores que se puedan replicar establemente o
recombinarse con el ADN cromosémico dentro del organismo. Como se ha dicho
anteriormente, en Saccharomyces cerevisiae existe un plasmido natural de 2 ym, que
constituye la base para la construccion de distintos vectores de clonaje. Esta
construccion debe estar organizada para que el gen foraneo se exprese en
Saccharomyces cerevisiae, por tanto, se habra de dotar de todos los elementos de
regulacion de la expresion génica en levaduras: secuencias promotoras, secuencias
activadoras, secuencias terminadoras, etc (Rivas et al., 2001).
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La mayoria de los vectores actualmente utilizados para la clonaciéon de genes de
interés en levaduras se conocen como “plasmidos lanzadera” (Gonzalez, 2008).

Un plasmido lanzadera esta compuesto por dos origenes de replicacion (ORI), uno
propio de E. coli y otro de Saccharomyces cerevisiae; dos marcadores de seleccion
(validos en E. coli y Saccharomyces cerevisiae, respectivamente) que pueden ser de
complementacion de auxotrofia o de resistencia a antibidticos, y un sitio de clonacion
multiple (MCS, por sus siglas en inglés: Multiple Cloning Site), lugar donde se va a
introducir el gen que se quiere expresar. EIl MCS esta delimitado por un promotor
fuerte y regulable que controla la expresion del gen (Montero Arratibel y Bermejo
Benito 2017)

Como el proceso de transformacion tiene una baja eficiencia, se deben seleccionar
posteriormente aquellas levaduras que hayan incorporado el vector. Para ello se utiliza
el gen marcador, que permitira que solo se reproduzcan en un medio selectivo de
incubacién aquellas levaduras que incorporan el vector (Rivas et al., 2001). Son genes
que confieren resistencia a antibiéticos (en el ejemplo de la Figura 1, el gen de la
resistencia a la ampicilina: amp® para E.coli y el gen que determina la sintesis de un
aminoacido o nucleétido (URA3, LEU2).

A URA3, LEU2, TRPI, HIS4

amp®
Kan ", Zeocin®

-’“/ .
. Promotor

ORI E

Figura 1: Representacion grafica de los elemento genéticos que constituyen un plasmido lanzadera (Montero Arratibel
y Bermejo Benito 2017).

Los genes marcadores prototroficos son probablemente los marcadores de seleccion
mas utilizados. Suelen derivarse de las vias de biosintesis de los aminoacidos (por
ejemplo, LEU2, TRP1, que son elementos de las rutas biosintéticas de los
aminoacidos leucina y triptéfano respectivamente) o de los nucledtidos base (por
ejemplo, URA3 codifica la proteina que participa en la biosintesis de uracilo) y
requieren la disponibilidad de una cepa huésped auxotréfica que contenga una version
no funcional o una supresion del gen correspondiente. Ademas de utilizar genes
endoégenos, también es posible complementar las auxotrofias de S. cerevisiae con
genes heterologos (Michener y Smolke, 2014).
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Si la cepa del huésped no contiene el alelo mutante apropiado necesario para el uso
de un marcador prototréfico o de autoseleccion, como suele ser el caso de las cepas
industriales, es necesario emplear un marcador dominante. La mayoria de los
marcadores dominantes confieren resistencia a diversos compuestos inhibidores del
crecimiento o toxicos (Michener y Smolke, 2014), entre los cuales, los mas habituales
son el marcador CUP1 que confiere resistencia al cobre y cadmio y el marcador SFA1,
de resistencia al formaldehido.

El desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante ha permitido también la mejora de
las cepas de levaduras industriales mediante técnicas de ingenieria metabdlica. Esta
técnica consiste en la modificacién o introduccion de nuevas capacidades bioquimicas
para la mejora especifica de propiedades celulares mediante la tecnologia del ADN
recombinante. En primer lugar, se analiza el metabolismo celular con el fin de
identificar las rutas metabdlicas mas prometedoras cuya alteracion podria conferir a la
cepa de levadura modificada alguna caracteristica de interés industrial, y en segundo
lugar se identifica el tipo de modificacién genética mas apropiado para obtener el
fenotipo deseado (Sani, 2013).

3. JUSTIFICACION

Como consecuencia de los escenarios cambiantes en el mercado global del vino, las
bodegas se ven obligadas a optimizar y mejorar los procesos de produccion, asi como
a innovar e incrementar la diversidad y variabilidad de sus vinos, dotandolos de una
mayor calidad, reproducible e invariable, o incluso introducir nuevas caracteristicas y
propiedades favorables (Uber Garcia, 2007)

La biotecnologia cobra aqui una gran importancia para la mejora de la calidad del vino,
pudiendo aplicarse no sélo para modificar las caracteristicas de las levaduras vinicas
sino también en la vid, si bien los mayores avances en investigacion de los ultimos
anos tienen que ver con el empleo de levaduras recombinantes (Vertedor et al., 2013).

Asi, al comienzo de los afios noventa, dos grupos de investigacion de diferentes
laboratorios (Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos de Valencia y la
Universidad de Stellenbosch en Sudafrica) publicaron los primeros trabajos en los que
se desarrollaron las primeras levaduras vinicas transgénicas. Diez afios después, Isak
S. Pretorius, del Institute for Wine Biotechnology, Universidad de Stellenbosch, en
Sudafrica publicé el articulo “Tailoring wine yeast for the new millennium: novel
approaches to the ancient art of winemaking” donde se resumia el avance en los
estudios de levaduras vinicas recombinantes desde el comienzo de su desarrollo.

Posteriormente, en 2006, desde el Centro de Biologia de la Universidade do Minho en
Portugal, se publico el articulo “The use of genetically modified Saccharomyces
cerevisiae strains in the wine industry” donde se analizaron los progresos relacionados
con las implicaciones del uso de cepas GM (Genéticamente Modificadas) en la
industria enoldgica.

Mas recientemente, en el afio 2013, la tesis doctoral presentada en la Universidad
Politécnica de Valencia: “Evolucion gendémica por disefio molecular de levaduras
industriales”, incluye una descripciéon de los principales objetivos de mejora genética
de las levaduras industriales utilizadas para la produccion de vino, cerveza y pan, e
incluye unaactualizacion en el avance de los estudios de levaduras vinicas
recombinantes.
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Como puede verse, existen varios hitos bibliograficos en relacion con la transformacion
de levaduras vinicas. Merece la pena realizar una puesta al dia de las aportaciones
realizadas en los ultimos afos en este campo, sin olvidar mencionar algunos trabajos
que abrieron camino en el desarrollo de levaduras modificadas genéticamente. La
actualizacién puede dar una idea global de la tendencia en los objetivos de mejora de
levaduras a lo largo de la ultima década.

4. OBJETIVOS

Como objetivo general se revisara y se sintetizara la principal informacién existente en
el desarrollo de levaduras vinicas recombinantes de la especie Saccharomyces
cerevisiae.

De esta revision se derivaran los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar las principales areas de aplicacién de la ingenieria genética de la
principal levadura implicada en la produccién de vino, Saccharomyces
cerevisiae.

2. Conocer el estado actual y la tendencia de las investigaciones y su aplicacion a
las caracteristicas potencialmente mejorables en el proceso de elaboracion de
vino

Por ultimo, se describiran los aspectos legales que afectan a la utilizacion industrial de
dichas levaduras.

5. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este TFG se revisaron articulos publicados en revistas
especializadas de viticultura y enologia y revistas de microbiologia; también se
revisaron trabajos académicos (tesis doctorales y trabajos de fin de grado)
relacionados con levaduras transgénicas; por ultimo, se utilizaron libros de texto de
microbiologia y publicaciones de instituciones dedicadas a la investigacién cientifica y
técnica, para completar la descripcion de los principales procesos referidos.

Para ello, se utilizaron distintos buscadores de informacion cientifica y académica
como Google Scholar, Dialnet, Scopus, Wos, Springer, Elsevier y ScienceDirect;
paginas web de instituciones dedicadas a la investigacion como el CSIC; finalmente se
consultaron libros electrénicos a través de los paquetes suscritos por la biblioteca de la
UVA, en concreto libros de microbiologia de la editorial médica Panamericana. Otra
fuente de informacién se encontré en los repositorios de los documentos generados
por la Comunidad Universitaria de las universidades espafolas donde se cursa el
grado en enologia, concretamente con la consulta de la bibliografia de tesis y trabajos
de fin de grado con la misma tematica.

Se utilizaron como base dos publicaciones: la revision publicada en 2006 por Schuller
y Casal, del Centro de Biologia de la Universidade do Minho en Portugal y titulada
“The use of genetically modified Saccharomyces cerevisiae strains in the wine
industry”, y la tesis presentada en la Universidad Politécnica de Valencia: “Evolucion
gendémica por disefio molecular de levaduras industriales” (Sani, 2013), realizandose
una busqueda de articulos a partir de las referencias bibliograficas de dichos trabajos.
Se seleccionaron los articulos que presentaban estudios de mejora genética en la
levadura de vinificacion Saccharomyces cerevisiae.
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La busqueda y seleccion de los restantes articulos cientificos citados en este trabajo
se realizd utilizando las bases de datos indicadas anteriormente, mediante la
introduccion de las palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, vino, ingenieria
genética, sobreexpresion, con restriccion de fecha desde 2013 a 2020, en los idiomas
espafol e inglés. Se revisaron los resumenes y las conclusiones, y de los articulos que
se citan, se reviso el articulo completo.

Para la redaccion del texto se ha seguido el documento “Para empezar a
entendernos”, las “Normas de estilo y formato para Trabajo Fin de Grado Enologia” y
las Recomendaciones e indice para TFG en la modalidad “revision bibliografica”,
ambos documentos publicados por el Comité del titulo de Enologia de la Escuela
Técnica Superior de Ingenierias Agrarias de Palencia.

6. LEVADURAS TRANSGE’NICAS PARA ELABORACION DE
VINO: REVISION BIBLIOGRAFICA

6.1. CARACTERISTICAS DESEABLES DE LA LEVADURA ViNICA

El uso de levaduras seleccionadas que se inoculan en los mostos para iniciar y
conducir la fermentacion alcohdlica imponiéndose al resto de levaduras presentes,
junto con el mayor conocimiento molecular de algunas rutas bioquimicas de interés
biotecnolégico y el desarrollo de técnicas de transformacion, ha permitido hacer
ingenieria genética de la levadura vinica (Gil, 2001).

La clonacién y la transformacion genética ofrecen la posibilidad de alterar las
caracteristicas de las levaduras vinicas con precisién quirdrgica: la modificacion de
una propiedad existente, la introduccion de una nueva caracteristica sin afectar
negativamente a otras propiedades deseables o la eliminacion de un rasgo no
deseado. Utilizando estos procedimientos, es posible construir nuevas cepas de
levadura vinica que difieren de la original s6lo en pequefias caracteristicas especificas
(Pretorius, 2000).

Existen muchas caracteristicas potencialmente mejorables orientadas a optimizar
aspectos de la fermentacion, los procesos industriales o la calidad sensorial utilizando
técnicas de ingenieria genética (Pretorius, 2000). Las principales areas de aplicacion
de la ingenieria genética de levaduras productoras de vino en la obtencién de
caracteristicas deseables para mejorar las tecnologias y calidad en la vinificacién se
muestran en la tabla 3.

La importancia de estas caracteristicas adicionales de la levadura difiere segun el tipo
de vino que se vaya a elaborar, la region productora con sus respectivas variedades
de uva (Pretorius, 2017) y los requisitos técnicos de la bodega. Por ello la Tabla 3 es
una lista abierta, actualizable con otros rasgos, de acuerdo con el objetivo definido por
la bodega.
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Tabla 3: Areas de aplicacién de la ingenieria genética en la levadura vinica. Fuente: elaboracién propia

AREA DE APLICACION CARACTERISTICA DESEABLE

Mejora en el rendimiento de la fermentacion Tolerancia de la levadura al estrés osmético debido a la alta
concentracion de azlcar en los mostos
Tolerancia de la levadura a la limitacion de nutrientes
Utilizacién de fructosa por la levadura
Tolerancia de la levadura a temperaturas altas o bajas de
fermentacion
Mejora de la cinética de asimilacion de nitrégeno en fermentacion

Tolerancia de la levadura a la presencia de agentes fitosanitarios

Mejora en la calidad sensorial Enzimas liberadoras de aromas
Enriquecimiento en manoproteinas
Ajuste de la acidez
Reduccién en la formacion de acido sulfhidrico
Reduccion del contenido en etanol

Reduccién en la produccion de acido acético

Mejora en el control bioldgico de los organismos  Expresion de la toxina killer
que deterioran el vino L . - )
Produccion de enzimas antimicrobianas

Biocontrol de Brettanomyces/ Dekkera bruxellensis

Mejora en los procesos Despectinizacion

Crianza sobre lias
Clarificacion
Filtracion

Desacidificacion biologica

Mejora en las propiedades que Baja produccién de aminas bidgenas

afectan a la salud Eliminacion de etil carbamato
Reduccién del contenido en etanol
Incremento de resveratrol
Incremento de hidroxitirosol

Incremento de folato

Todas estas caracteristicas susceptibles de mejora pueden implicar el manejo de uno
0 mas genes. Se estan realizando estudios para la introduccién de uno o varios genes
exégenos en las levaduras a utilizar como cultivos iniciadores, analizando su
imposicion en el medio, si se produce la expresion de dichas caracteristicas a lo largo
del proceso fermentativo y, por tanto, el efecto que esta mejora tiene sobre el producto
final. Esto permite que los genes se expresen en el momento adecuado del proceso de
elaboracion. Para la mejora de los procesos fermentativos se han desarrollado
levaduras recombinantes en las que se han insertado genes exogenos provenientes
de bacterias lacticas, mohos y otras levaduras (Vertedor et al., 2013).
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6.2. APLICACIONES DE LAS LEVADURAS TRANSGENICAS EN LA
ELABORACION DE VINO

Las técnicas de manipulacion genética en levadura tienen como objetivo,
principalmente:

- Expresion de un gen de una determinada enzima procedente de la misma
especie o de otro organismo diferente en Saccharomyces cerevisiae: se libera
la sintesis enzimatica de un control metabdlico particular o se somete a uno
nuevo (Pretorius, 2000).

- Sobreexpresiéon de genes de la propia levadura: el gen se activa para elaborar
mayor cantidad de copias de ARN y proteinas.

- Atenuacion de la expresion o silenciamiento de la expresion génica: eliminacion
de caracteristicas no deseables en la levadura.

- Delecion: eliminacion de un fragmento de ADN y de sus correspondientes
funciones.

Como se indica en la Tabla 3, existen diferentes areas de aplicacion de la ingenieria
genética de levaduras productoras de vino para obtener caracteristicas deseables
respecto a la calidad de los vinos y mejora de las tecnologias. Dichas areas se
desarrollan a continuacion.

6.2.1. MEJORA EN EL RENDIMIENTO DE LA FERMENTACION

La produccién de vino es un proceso complejo, tanto desde el punto de vista
microbiolégico como bioquimico, en el que la levadura Saccharomyces cerevisiae
desempena un papel central.

El entorno en el que se desarrolla la levadura es cambiante: al comienzo de la
vinificacion, las células de levadura se ven afectadas por el estrés osmaético debido a
la alta concentracion de azucar en los mostos (Jiménez-Marti et al., 2009). A medida
que avanza la fermentacion, otras condiciones de estrés adquieren relevancia, como
la limitacion de nutrientes (especialmente el agotamiento del nitrégeno, el carbono y
las vitaminas). Algunos autores (Pérez-Torrado et al., 2002) han estudiado los genes
de la levadura que dan lugar a mayor viabilidad de la levadura en condiciones de
carencia de fuentes de carbono, o la mejora de la cinética de asimilacion del nitrégeno
durante la fermentacion (Salmon y Barre, 1998). Otra condicién de importancia critica
para el mantenimiento de una alta tasa de fermentacién al final de la fermentacion
alcohdlica lo constituye la utilizacion de fructosa por la levadura. La fructosa se
convierte en el principal azucar presente durante las ultimas etapas de la
fermentacion alcohdlica, y las levaduras de vino tienen que fermentar este azucar
después de largos periodos de inanicion y en presencia de grandes cantidades de
etanol, lo que puede provocar fermentaciones lentas o estancadas. Los trabajos de
(Guillaume et al., 2007) se centran en la mejora de la utilizacion de la fructosa a
través de la expresion del gen transportador de hexosa HXT3. Por ultimo, pueden
producirse condiciones de estrés relacionadas con temperaturas excesivamente altas
o bajas de fermentacién (Cardona et al., 2007),

Para la adaptacion y supervivencia de Saccharomyces cerevisiae a todas estas
condiciones, intervienen rutas metabdlicas que se pueden mejorar a través del uso
de levaduras transgénicas.
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Una ultima caracteristica deseable para la construccion de levaduras transgénicas lo
constituye la resistencia a agentes fitosanitarios, que supone una mejora de la
tolerancia de la levadura a mayores concentraciones de residuos en los mostos
(Pretorius, 2000). En 1985 varias cepas de levadura utilizadas en la industria
cervecera se transformaron utilizando un plasmido que porta el gen dominante para la
resistencia al cobre, CUP1 (Henderson et al., 1985).

En la Tabla 4 se describen los principales trabajos de ingenieria genética de la
levadura Saccharomyces cerevisiae para mejorar el rendimiento de la fermentacion.

Tabla 4: Principales modificaciones genéticas en Saccharomyces cerevisiae para mejorar el rendimiento de la
fermentacion. Fuente: elaboracion propia

CARACTERISTICA
DESEABLE

Tolerancia al estrés osmético

debido a la alta concentracion

de azucar en los mostos

Tolerancia a la limitacién de
Nutrientes

Utilizacién de fructosa por la
levadura

Tolerancia a temperaturas
altas o bajas durante la

COMENTARIOS

Modificacién de la expresion de los genes HSP26 y
YHRO87W, que mejoran la resistencia al estrés y el
rendimiento fermentativo.

Sobreproduccion de glucégeno mediante la sobreexpresion
del gen GSY2, que da lugar a mayor viabilidad de la
levadura en condiciones de carencia de fuentes de carbono.

Expresion del gen transportador de hexosa HXT3 que
produce aumento en la utilizacion de fructosa durante la
fermentacion.

Autoinduccién de la expresion del gen MSN2, que
desempefia un papel importante en la respuesta al estrés

REFERENCIA

(Jiménez-Marti et al.,
2009)

(Pérez-Torrado et al.,
2002)

(Guillaume et al.,
2007)

(Cardona et al., 2007)

fermentacion de la levadura. Las células son capaces de realizar
vinificaciones a 15 y 30 °C, con mayores tasas de

fermentacion respecto a la cepa control.

Mejora de la cinética de
asimilacion del nitrégeno
durante la fermentacion.

Eliminaciéon de la represion de la via de asimilacion de
prolina y arginina mediante mutaciéon del gen represor de
esta via, URE2.

(Salmon y Barre,
1998)

(Henderson et al,
1985)

Tolerancia de la levadura
a la presencia de agentes
fitosanitarios

Introduccidon de genes dominantes para la resistencia al
cobre (CUP1) en levadura de cerveza.

El uso de levaduras transgénicas para mejorar el rendimiento de la fermentacion
puede ser Uutil para evitar refermentaciones provocadas por paradas en la
fermentacion, que conllevan un mayor coste en personal, tiempo y productos
enoldgicos, ademas de un deterioro de la calidad del vino por la formacion de sulfuro
de hidrégeno y pérdida de aromas.

6.2.2. MEJORA EN LA CALIDAD SENSORIAL

El aroma es una de las propiedades organolépticas mas valorada a la hora de definir
la calidad de un vino, pero también una de las mas complejas y dificiles de
caracterizar, puesto que no es atribuible a un solo compuesto de impacto sino que es
el resultado de la interaccién de cientos de compuestos de distintos origenes y diversa
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naturaleza quimica, siendo la variedad de uva utilizada como materia prima, la cepa
vinica predominante durante la fermentacion alcohdlica y la forma de almacenamiento
los principales factores de los que depende (Uber Garcia, 2007)

Las glicosidasas, enzimas implicadas en la liberacién de terpenos y otros compuestos
volatiles, y las alcoholacetiltransferasas, enzimas responsables de la produccién de
ésteres de acetato, han sido objetivo para la construccion de levaduras vinicas
recombinantes. En la actualidad se dispone de levaduras transgénicas que secretan
de forma eficiente estas enzimas (Manzanares y Orejas, 2008). También los tioles
volatiles, en particular 4-mercapto-4-metilpentan-2-ona (4MMP), 3-mercaptohexan-1-ol
(3MH) y acetato de 3-mercaptohexilo (3MHA) contribuyen fuertemente al aroma
varietal de vinos Sauvignon Blanc (Lilly et al.,, 2006) y Verdejo. Los trabajos de
(Swiegers et al., 2007) se basan en la clonacion y sobreexpresién del gen de
Escherichia coli tnaA, que codifica una triptofanasa con una fuerte actividad cisteina-3-
liasa, en una cepa de levadura de vino comercial, consiguiéndose hasta 25 veces mas
4MMP y 3MH en el modelo que en la cepa huésped de control.

En el vino el diacetilo, un importante compuesto odorifero, es un subproducto
sintetizado durante las fermentaciones alcohdlica y malolactica. Su concentracion en el
vino esta influenciada por muchos factores, incluyendo el pH, la concentracion de
citrato, la temperatura, la concentracion de dioxido de azufre y el grado de aireacién
durante la elaboracion. El diacetilo produce un sabor a mantequilla no deseado cuando
su contenido es mayor de 10 mg/l, por lo que la disminucién de la produccion de este
compuesto lograda mediante cepas de levadura manipuladas podria ser util para el
desarrollo de nuevas cepas industriales mediante la sobreexpresion de los genes
BDH1 y BDH2 en Saccharomyces uvarum (Li et al., 2017).

En la Tabla 5 se describen los principales trabajos de ingenieria genética de
Saccharomyces cerevisiae para la mejora en la calidad aromatica.

Tabla 5: Principales modificaciones genéticas introducidas enSaccharomyces cerevisiae para la mejora en la calidad
aromatica. Fuente: elaboracion propia

COMPUESTO LIBERADO COMENTARIOS REFERENCIA

Terpenos Expresion del gen de Trichoderma longibrachiarum que (Gonzalez et al., 1993)
codifica endoglucanasas (egl1) en S.cerevisiae para mejora
del aroma varietal de un vino blanco.

Expresion del gen de Aspergillus niger que codifica la a-L-
arabinofuranosidasa (abfB) en S. cerevisiae para liberacion
de terpenos durante la vinificacion.

(Sanchez-Torres et al.,
1996)

Expresion del gen de Candida molischiana que codifica la R- .

i o . . (Sanchez-Torres et al.,
glucosidasa (bgin) en S. cerevisie para liberacién de 1998)
terpenos durante la vinificacion.

Expresion del gen de Aspergillus nidulans que codifica (Ganga et al., 1999)
endoxilanasa (xInA) en S. cerevisiae para liberacion de
precursores de aromas no volatiles.

Expresion del gen de Aspergillus aculeatus que codifica (Visser et al., 2003)
ramnosidasa A (rhaA) en S. cerevisiae para liberaciélinalool.

Expresion del gen de Ocimun basilicum (albahaca) que
codifica geraniol-sintasa (GES) en S. cerevisiae para
produccion de monoterpenos en vino.

(Pardo et al. 2015)

Alcoholes primarios Sobreexpresion del gen BAT2 para la produccion de mayor  (Yoshimoto et al.,
cantidad de acetato de isoamilo en el vino. 2002)
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Esteres de acetato Sobreexpresion del gen ATF1 para la produccion de mayor

cantidad de ésteres de acetato y tioles en el vino. (Lilly et al., 2006)

Tioles Expresion en S. cerevisiae del gen que codifica actividad (Swiegers et al., 2007)
cisteina R-liasa de E.coli, tnaA, para la liberacion de aromas
tidlicos.

Diacetilo
Sobreexpresion de los genes BDH1 y BDH2 en (Lietal, 2017)
Saccharomyces uvarum para reducir la produccion de
diacetilo en vino.

Los preparados enzimaticos utilizados en las bodegas, tanto para incrementar la
fraccién aromatica como para facilitar el desfangado, carecen en muchos casos de
especificidad, y pueden tener efecto contaminante formando compuestos no deseados
como los fenoles volatiles, ademas de elevar el coste de la produccion de vino. El uso
de levaduras mejoradas genéticamente para sobreexpresar genes implicados en
actividades enzimaticas deseadas puede constituir una solucion a estos
inconvenientes.

Se puede intervenir en otras caracteristicas que aportan mejora sensorial, como el
enriquecimiento en manoproteinas, el ajuste de la acidez, la reduccién de la formacion
de sulfhidrico, la reduccion del contenido en etanol y la baja produccién de acido
acético durante la fermentacion.

El enriquecimiento en manoproteinas del vino a través de su superproduccién por
parte de las levaduras, supone una ventaja sobre el empleo de técnicas como la
crianza sobre lias 0 el menor uso de aditivos enolégicos. A las manoproteinas se les
atribuyen diversas propiedades en enologia, entre las que destacan su capacidad de
evitar o minimizar algunas alteraciones que afectan negativamente a su calidad,
reduciendo su valor comercial. En el trabajo de (Gonzalez, 2008), la construccion de
cepas de levaduras vinicas delecionadas en los genes KNR4, GP17, FKS1 y GAS1 se
mostré6 como un método efectivo para una mayor liberacién de polisacaridos y
manoproteinas al vino.

En cuanto al ajuste de la acidez, en 1994 se construyd una cepa de Saccharomyces
cerevisiae que expresa el gen que codifica la L(+) lactato deshidrogenasa de
Lactobacillus casei. La cepa recombinante puede realizar una fermentacion acido
lactica-alcohdlica mixta. Dichas cepas pueden usarse en todos los campos donde se
requieren tanto la acidificacién bioldgica como la fermentacion alcohdlica (Dequin et
al., 1999), evitandose asi la adicion de acidos al mosto.

Los compuestos de azufre producen importantes contribuciones al sabor y olor del
vino. El sulfuroso (SO.), por ejemplo, actia como un antioxidante que ralentiza el
desarrollo de los peligros oxidativos y el envejecimiento de sabores. En contraste, el
sulfuro de hidrégeno (H.S) tiene un aroma a huevos podridos y es también un
precursor de otros compuestos con indeseable caracteristicas sensoriales. La
formacion de SO, y H,S es muy compleja y esta altamente regulada como parte de la
biosintesis de la metionina y la cisteina. Se puede aplicar la ingenieria genética en la
busqueda de nuevos mecanismos de regulacion de S. cerevisiae para la produccion
de SO, y H,S mediante la sobreexpresion de genes STR que regulan el equilibrio de
la biosintesis de metionina y cisteina (Yoshida et al., 2011).
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Bajo condiciones estandar de vinificacion, el exceso de azucar en el mosto, junto con
otros cambios en su composicién relacionados con el calentamiento climatico, se
traduce en problemas de fermentacién y un alto contenido de alcohol en los vinos
finales, que puede comprometer la calidad del producto al exacerbar la percepcion de
algunas caracteristicas de la sensacion en boca como el calor y la viscosidad. El
objetivo de construir cepas de levadura de vino que muestren un Crabtree aliviado (en
presencia de cantidades de glucosa relativamente bajas, aun en presencia de
cantidades suficientes de oxigeno, gran parte del aztcar consumido por la levadura se
destina a la produccion de etanol mediante la via fermentativa) como forma de mejorar
la reduccion del contenido de etanol por la respiracion fue desarrollado por (Curiel et
al. 2016) mediante la delecion en los genes HXK2, PYK1, REG1, PDE2 y PDC.

La utilizacion de levaduras modificadas mediante ingenieria genética para la
superproduccion de glicerol o la disminucién del contenido en etanol produce un
aumento en el contenido en acido acético durante la elaboracion. Mediante la
supresion del gen ALDG, que tiene un papel en la oxidacién del acetaldehido a acido
acético, se obtienen vinos con menor concentracion en acido acético (Eglinton et al.,
2002). Muy recientemente se ha generado una cepa de levadura de vino utilizando la
técnica de edicién CRISPR/Cas9, con el fin de combinar fenotipos de mayor
produccion de éster y glicerol sin producir aumento del contenido en acido acético (van
WyKk et al., 2020).

En la Tabla 6 se describen las principales modificaciones introducidas en

Saccharomyces cerevisiae para la mejora en la calidad sensorial.

Tabla 6: Principales modificaciones genéticas introducidas en Saccharomyces cerevisiae para la mejora en la calidad
sensorial. Fuente: elaboracién propia

CARACTERISTICA
DESEABLE

Enriquecimiento en
manoproteinas

Ajuste de la acidez

Reduccién en la formacion
de sulfhidrico

Reduccién del contenido
en etanol

Reduccién del contenido
en acido acético

COMENTARIOS

Delecion en los genes KNR4, GP17, FKS1 y GAS1 para una
mayor liberacion de polisacaridos y manoproteinas al vino.

Expresion del gen que codifica la L(+) lactato deshidrogenasa
de Lactobacillus casei en S. cerevisiae para realizar
fermentacion acido lactica-alcohdlica mixta.

Sobreexpresion de genes STR que regulan el equilibrio de la
biosintesis de metionina y cisteina.

Delecion en los genes HXK2, PYK1, REG1, PDE2 y PDC,
que reduce el contenido en etanol del vino sin producirse
aumento de la acidez volatil.

Supresion del gen ALD6, que tiene un papel en la oxidacién
del acetaldehido a acido acético.

REFERENCIA

(Gonzalez, 2008)

(Dequin et al., 1999)

(Yoshida et al., 2011)

(Curiel et al. 2016)

(Eglinton et al., 2002)

6.2.3. MEJORA EN EL CONTROL BIOLOGICO DE LOS ORGANISMOS QUE
DETERIORAN EL VINO

Como se indicé anteriormente, las cepas killer poseen la ventaja ecolégica de poder
desplazar a otras cepas de levadura en la fermentacion. La integracion del gen Killer
K1 en dos cepas de levadura K2 genera cepas doble killer K1/K2 estables, con un
espectro mas amplio de destruccion y una ventaja competitiva sobre otras cepas
sensibles al comienzo de la fermentacién (Boone et al., 1990).
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Como medida de seguridad para controlar el crecimiento de contaminantes
microbianos no deseados, se afiaden a menudo conservantes quimicos antes de la
fermentacion o en el producto final. Sin embargo, debido a los posibles riesgos para la
salud asociados con ciertos productos quimicos, hay una resistencia cada vez mayor
de los consumidores al uso de conservantes quimicos. Estas preocupaciones de los
consumidores han estimulado una busqueda mundial de conservantes seguros y de
calidad alimentaria de origen bioldgico llamados bioconservadores (Schoeman et al.,
1999). En el caso de las fermentaciones de vino, se han desarrollado levaduras que
expresan el gen de produccion de leucocina (Ica) de Leuconostoc carnosum en S.
cerevisiae (du Toit y Pretorius, 2019); el gen de produccién de glucosa oxidasa (gox)
de Aspergillus niger en S. cerevisiae (Malherbe et al., 2003); o el gen de produccion de
pediocina (pedA) de Pediococcus acidilactiti en S.cerevisiae (Schoeman et al., 1999),
todos agentes antimicrobianos biolégicamente activos en el mosto.

Otro de los contaminantes microbianos mas comunes en las fermentaciones lo
constituye la especie de levadura Brettanomyces | Dekkera bruxellensis. Esta especie
de levadura puede producir compuestos fendlicos que confieren sabores
desagradables al producto final. Saccharomyces cerevisiae segrega un biocida,
llamado saccharomicina, compuesto por péptidos antimicrobianos (AMP) derivados de
la enzima glucolitica gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Los niveles de
saccharomicina secretada naturalmente por S. cerevisiae durante la fermentacion
alcohdlica no son suficientes para asegurar la muerte completa de D. bruxellensis;
entonces se pueden construir cepas de S. cerevisiae genéticamente modificadas
capaces de sobreproducir las AMPs derivadas de GAPDH y evaluar su potencial de
biocontrol contra D. bruxellensis durante las fermentaciones alcohdlicas (Branco et al.,
2019).

En la Tabla 7 se describen las principales modificaciones genéticas introducidas en
Saccharomyces cerevisiae para el control bioldgico de los organismos que deterioran
el vino.

Tabla 7: Principales modificaciones genéticas introducidas en Saccharomyces cerevisiae para el control biolégico de
los organismos que deterioran el vino. Fuente: elaboracién propia

CARACTERISTICA COMENTARIOS REFERENCIA
DESEABLE
Expresion toxina killer Gen de la toxina K1 integrado en cepas de levadura K2 (Boone et al., 1990)

para proporcionar ventaja competitiva frente a cepas
indigenas sensibles.
Pro_du_cmor_m de enzimas Expresion del gen pedA de Pediococcus acidilactiti en S. (Schoeman et al.
antimicrobianas hp . L - . 1999)
cerevisiae para producir pediocina, toxina bioldgicamente
activa en el mosto.
du Toit Pretorius,
Expresion del gen Ica de Leuconostoc carnosum en S. (2019) y
cerevisiae para producir leucocina, toxina bioldgicamente
activa en el mosto.

Expresion del gen gox de Aspergillus niger en S. cerevisiae (Malherbe et al., 2003)
para producir glucosa oxidasa, toxina bioldgicamente activa '
en el mosto.

Biocontrol de Brettanomyces/ Sobreexpresion del gen GAPDH para aumento produccion  (Branco et al.,
Dekkera bruxellensis saccharomicina en vino. 2019)
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La estrategia para evitar la proliferacion de los organismos que deterioran el vino se
basa en la higiene en bodega, el uso de uva sana y unas adecuadas practicas
enolégicas como el control del pH y el uso de conservantes quimicos (sulfuroso,
dicarbonato de dimetilo, sorbato potasico...). El uso de conservantes tiene cada vez
mayores limitaciones, por lo que la utilizacion de levaduras mejoradas genéticamente
que produzcan bioconservadores puede suponer una alternativa adecuada.

6.2.4. MEJORA EN LOS PROCESOS

El mosto o el vino debe someterse a una serie de procesos durante su elaboracion
tales como despectinizacion, trasiego, crianza sobre lias, clarificacion, filtracion o
desadicificacion bioldgica. Estos procesos suponen unos costes elevados para las
bodegas, que invierten en instalaciones, maquinaria y productos enologicos para
obtener un producto de calidad. Por consiguiente, se ha trabajado mucho en la
obtencion de levaduras mejoradas que optimicen algunos de dichos procesos.

A continuacion, se exponen las principales mejoras genéticas en las que se esta
trabajando para optimizar los distintos procesos:

Despectinizacidon: un problema comun que se puede encontrar en la industria del
vino son las pectinas, que causan turbidez y viscosidad durante la extraccion, la
filtracion, y la clarificacion de los mostos. La mayoria de los preparados comerciales de
pectinasa (enzima que degrada las pectinas) utilizados en la industria alimentaria
derivan de Aspergillus niger, que es un hongo considerado GRAS (Generally
Recognized as Safe). Una alternativa a su uso, que ya se esta manejando, seria
clonar y sobreexpresar los genes estructurales responsables de estas actividades
enzimaticas, en este caso el gen PGU1, responsable de Ila actividad
endogalacturonasa para la degradacion de pectinas, con el fin de obtener una cepa de
levadura de vino que facilite la clarificacion del mosto y del vino durante la
fermentacion, lo que permitiria ahorrar costes (Fernandez-Gonzalez et al., 2005).

Crianza sobre lias: la autolisis en condiciones enoldgicas es un proceso muy lento
que lleva a largos periodos de envejecimiento, lo que implica el costoso
almacenamiento de los vinos. Debido a que la muerte celular parece preceder a la
autolisis durante la produccién de vino espumoso, un posible método alternativo para
acelerar este proceso es la construccion de cepas de levadura de vino que pierden
rapidamente la viabilidad en la fase estacionaria o en condiciones de limitacion de
nutrientes. En el trabajo de (Tabera et al., 2006) se explora la posibilidad de acelerar la
pérdida de viabilidad de la levadura mediante supresién parcial o total del gen BCY1,
involucrado en la respuesta positiva a la limitacién de nutrientes.

Clarificacion: la turbidez proteica inducida por el calor es también un problema comun
en los vinos blancos. Aunque el vino que contiene turbidez proteica es seguro para el
consumo, no es atractivo y, por lo tanto, no es comercializable, por lo que se deben
eliminar estas proteinas mediante absorcion con bentonita. Entre el 5 y el 10% del
volumen de vino tratado con bentonita puede perderse como lias de bentonita v,
aunque puede recuperarse por filtracion, el vino resultante no tiene la misma calidad.
El vino contiene dos manoproteinas, HPF1 y HPF2, que ejercen un efecto protector
sobre la turbidez producida por las proteinas. La sobreexpresion de los genes que
expresan estas manoproteinas en S. cerevisiae se traduce en una mayor actividad
protectora frente a la turbidez producida por proteinas (Brown et al., 2007).
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Filtracién: en el proceso posterior a la fermentacion del vino, las células de levadura
Saccharomyces cerevisiae deben ser eliminadas por centrifugacion o filtracion,
procesos que son costosos y consumen mucho tiempo. Alternativamente, la
clarificacion puede lograrse mediante el asentamiento natural de la levadura. Esta
opcion es viable solo cuando las células se agregan, en el proceso llamado
floculacién. ElI comportamiento de floculacion de las cepas de levadura puede ser
estrictamente controlado y ajustado genéticamente para satisfacer los requisitos
industriales especificos mediante la expresion controlada de los genes de floculacion
dominantes FLO1, FLO5 y FLO11 en Saccharomyces cerevisiae (Govender et al.,
2008).

Desadificacion bioldgica: las cepas comerciales de levadura de vino de
Saccharomyces cerevisiae tienen poco o no tienen ningun efecto en la concentracion
final de acido L-malico en los vinos, ya que son incapaces de degradar el acido L-
malico de forma efectiva. Por lo tanto, la desacidificacion biolégica de los vinos se
obtiene tradicionalmente con la fermentacién malolactica bacteriana (FML),que reduce
la acidez total del vino y también contribuye a su estabilidad microbiolégica (van
Staden et al., 2017). La idea de expresar el gen que codifica el enzima malico en la
levadura vinica ha sido un objetivo prioritario de la biotecnologia enoldgica.
Recientemente se ha conseguido una via eficaz de degradacién de acido malico en S.
cerevisiae mediante la construccién de cepas de laboratorio que, al expresar el gen de
la L(+)-lactato deshidrogenasa de Lactobacillus casei, pueden llevar a cabo una
fermentacion mixta (lactoalcohdlica) (Deak, 2002).

En la Tabla 8 se muestran los principales aspectos de los procesos de vinificacion en
los que se han incorporado mejoras genéticas en Saccharomyces cerevisiae para la
modificacion de algunos de sus procesos.

Tabla 8: Principales modificaciones genéticas introducidas en Saccharomyces cerevisiae para la mejora de los
procesos de vinificacion. Fuente: elaboracion propia

PROCESO A MEJORAR COMENTARIOS REFERENCIA

Sobreexpresiéon del gen de la endopoligalacturonasa, (Fernandez-Gonzalez
Despectinizacion PGU1, en la levadura de fermentacién, que produce la et al. 2005)
degradacion de pectinas.

Delecion parcial o total del gen BCY1 en S. cerevisiae,
Crianza sobre lias responsable de la viabilidad de la levadura en condiciones  (Tabera et al., 2006)
de limitacion de nutrientes.

Sobreexpresion de los genes HPF1 y HPF2, que ejercen

Clarificacion un efecto protector sobre la turbidez producida por las (Brown et al., 2007)
proteinas.

Filtracion Expresion controlada de los genes de floculacion (Govender et al,
dominantes FLO1, FLO5y FLO11 en S. cerevisiae. 2008)

Expresion del gen de la L(+)-lactato deshidrogenasa de (Dedak, 2002)

Desacidificacion bioldgica Lactobacillus casei en S. cerevisiae.

6.2.5. MEJORA EN LAS PROPIEDADES QUE AFECTAN A LA SALUD HUMANA

El vino contiene compuestos que pueden afectar a la salud humana, por lo que
también se ha trabajado mucho en la mejora de levaduras que minimicen la
acumulacion de sustancias téxicas (carbamato de etilo, alcohol, ...) o que incrementen
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la presencia de compuestos beneficiosos para la salud, como el resveratrol. A
continuacion se revisan los principales aspectos en estudio en este campo.

El proceso de vinificacion incluye multiples etapas en las que puede producirse un
deterioro microbiano, que alteran la calidad y el estado higiénico del vino y lo hacen
inaceptable. Los principales organismos de descomposicion incluyen especies y cepas
de los géneros de levadura Brettanomyces, Candida, Hanseniaspora, Pichia,
Zygosaccharomyces, etc; algunos géneros de bacterias BAL (Bacterias productoras de
Acido Lactico) como Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y otros; y algunos
géneros de bacterias BAA (Bacterias productoras de Acido Acético) como Acetobacter
y Gluconobacter. Estos organismos de descomposicion pueden afectar a la salud del
consumidor al producir aminas biégenas y precursores del carbamato de etilo (du Toit
y Pretorius 2000).

Para impedir la formacion de aminas biégenas nocivas producidas por las bacterias
del acido lactico en el vino se construyd una cepa industrial genéticamente estable de
Saccharomyces cerevisiae, llamada MLO1, integrando un cassette lineal que contiene
el gen de la permeabilidad del malato de Schizosaccharomyces pombe (mael) y el gen
que codifica el enzima malico de Oenococcus oeni (mleA). Dicha cepa MLO1
descarboxild completamente 5,5 g/l de malato en un mosto de uva de la variedad
Chardonnay durante la fermentacion alcohdlica. La levadura MLO1 goza del estatus
GRAS por la FDA (US Food & Drug Administration) y es la primera levadura
genéticamente mejorada que se ha comercializado. Su aplicacion impedira la
formacion de aminas biégenas nocivas producidas por las bacterias del acido lactico
en el vino (Husnik et al., 2006).

En cuanto al carbamato de etilo, durante la fermentacién la arginina, uno de los
principales aminoacidos de los mostos de uva, es metabolizada por la arginasa
(codificada por CAR1) para convertirse en ornitina y urea. Saccharomyces cerevisiae
no metaboliza completamente la urea, que es secretada por las células de levadura y
reacciona espontaneamente con el etanol del vino para formar etilcarbamato, un
agente potencialmente cancerigeno para los humanos. Mediante la expresién del gen
DURH1, que regula el catabolismo de la urea en la fermentacion (Coulon et al., 2006) o
la eliminacion del gen CAR1 para bloquear la via de produccién de urea (Guo et al.,
2016) se puede reducir el contenido en etilcarbamato del vino.

También los vinos con un alto grado alcohdlico pueden ser rechazados por algunos
consumidores por motivos de salud o seguridad vial. El comercio internacional de tales
vinos también podria verse obstaculizado por importantes aumentos de los impuestos,
segun los paises involucrados (Curiel et al., 2016), ademas de comprometer la calidad
del producto como se ha indicado anteriormente. Su eliminacién se lleva a cabo
mediante procesos costosos como técnicas de evaporacion, uso de membranas,
centrifugacioén, etc. Varios autores han trabajado en la mejora genética en levaduras
para disminuir el contenido en alcohol del vino, entre ellos (Heux et al., 2006) mediante
la expresion del gen que codifica NADH oxidasa de Lactoccocus lactis, noxE, en S.
cerevisiae para la redistribucion metabdlica de la fermentacion, bajando la produccion
de etanol.

Sin embargo, también se pueden formar compuestos positivos con importancia para la
salud durante la vinificacién. Un ejemplo seria el resveratrol, un compuesto fendlico
producido en las uvas que exhibe propiedades que pueden contribuir a la reduccién de
la incidencia de enfermedades coronarias y otros procesos relacionados con la salud
humana. Se han utilizado cepas de levadura recombinantes que expresan el gen abfB
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de Aspergillus niger, que codifica enzimas para aumentar el contenido de resveratrol
en el vino blanco (Gonzalez-Candelas et al., 2000). Recientemente, se ha desarrollado
una levadura en la que se sobreexpresd el gen que codifica la enzima resveratrol
sintasa (RS) implicada en la produccién de resveratrol en el vino (Song et al., 2018).

Otro polifenol con un alto poder antioxidante y muchos beneficios asociados a la salud
es el hidroxitirosol. Las levaduras vinicolas son capaces de producir grandes
cantidades de tirosol, que es el precursor de la sintesis de hidroxitirosol. Se puede
mejorar la capacidad de Saccharomyces cerevisiae para producir la enzima que
hidroxila el tirosol en hidroxitirosol mediante la sobreexpresion de los genes HpaB y
HpaC (Muniz-Calvo et al., 2020).

Ademas de los compuestos fendlicos se encuentra otro compuesto positivo, el folato,
también conocido como vitamina B9,molécula critica en el metabolismo celular ya que
actua como cofactor en diversas reacciones biosintéticas. La via biosintética del folato
en la levadura esta caracterizada en su mayor parte, y es similar a la de otros
microorganismos. Consecuentemente se pueden aumentar los niveles de folato en el
vino mediante la sobreexpresion de genes en esta via, como el gen FOL2 (Walkey et
al., 2015).

En la Tabla 9 se describen los principales avances en ingenieria genética de
Saccharomyces cerevisiae para la mejora en las propiedades que afectan a la salud
humana.

Tabla 9: Avances en ingenieria genética de Saccharomyces cerevisiae para la mejora en las propiedades que afectan a
la salud humana. Fuente: elaboracion propia

CARACTERISTICA COMENTARIOS REFERENCIA
DESEABLE
Baja produccién de aminas Sobreexpresion del gen que codifica la enzima malolactica  (Husnik et al., 2006)
bidgenas de Oenococcus oeni, mleA, en levadura vinica S.

cerevisiae.
Eliminacion etil-carbamato Expresion del gen que metaboliza la urea durante la (Coulon et al. 2006)

fermentacion, DUR1, lo que reduce la formacién de
etilcarbamato.

Bloqueo de la formacion de urea durante la fermentacion  (Guo et al., 2016)
mediante la supresion del gen CAR1 que metaboliza la
arginasa en urea y ornitina.

» ) Expresion del gen que codifica NADH oxidasa de
Reduccién contenido etanol Lactoccocus lactis, noxE, en S. cerevisiae para la  (Heux et al., 2006)
redistribucién metabdlica de la fermentacién, bajando la
produccion de etanol.

Expresion del gen abfB de Aspergillus niger en S. (Gonzalez-Candelas
cerevisiae. El gen codifica enzimas para aumentar el ;. 2000)
contenido de resveratrol en el vino blanco. v

Incremento resveratrol

Sobreexpresion del gen RS, que produce la enzima (gong et al., 2018)
resveratrol sintasa, lo que aumenta el contenido en
resveratrol en el vino.

Expresion de la enzima HpaBC de Scherichia coli en S.  (Mufiz-Calvo et al.
cerevisiae. Esta enzima es la responsable de la 2020)
hidroxilacién del tirosol en hidroxitirosol.

Incremento hidroxitirosol

Sobreexpresion del gen FOL2, que regula la biosintesis de  (walkey et al., 2015)

Incremento folato = )
formacién del folato en el vino.
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6.3. LEGISLACION APLICABLE

La regulacion de los Estados en materia de OGM (Organismos Modificados
Genéticamente) viene marcada por la existencia de un convenio internacional: el
Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia. Tiene por objeto fijar
unas normas basicas generales en el uso de los OGM que garantice la protecciéon de
la salud y el cuidado del medio ambiente, asi como controlar los movimientos
transfronterizos. Fue adoptado el 29 de enero de 2000 como un acuerdo
suplementario del Convenio sobre la Diversidad Biolégica y entrd en vigor el 11 de
septiembre de 2003. La Unién Europea, Espana y el resto de Estados Miembros son
“Partes” del Protocolo, es decir, se han comprometido a cumplir juridicamente sus
disposiciones.

En cuanto a la normativa comunitaria, estan regulados por la Directiva 2001/18/CE del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 12 de marzo de 2001, sobre la liberacion
intencional en el medio ambiente de organismos modificados genéticamente. La
regulacion sobre trazabilidad y etiquetado de OGM y de los alimentos y piensos
producidos a partir de éstos viene dada en los Reglamentos 1829/2003 y 1830/2003,
del Parlamento Europeo y Consejo, y hace reposar en cada Estado Miembro el
ejercicio de las diferentes potestades autorizadoras, inspectoras y de control sobre las
distintas actividades derivadas del uso de los OGM.

En Espafia, la Ley 9/2003 de 25 de abril establece el régimen juridico de la utilizacion
confinada, liberaciéon voluntaria y comercializacion de organismos modificados
genéticamente. A su vez, son las Comunidades Autonomas quienes tienen la
capacidad de desarrollar la legislacion basica estatal teniendo la competencia en la
concesion de autorizaciones, la vigilancia, el control y la imposicion de sanciones.

Por su parte, la Organizacién Internacional de la Vid y el Vino (OIV) es la encargada
de la regulacion de las practicas viticolas y enologicas de todos los paises miembros.
La RESOLUCION OIV-OENO 576A-2017 permite el uso de levaduras seleccionadas
Saccharomyces spp para su siembra en uvas, mostos y vinos. Las levaduras utilizadas
deberan haberse aislado de las uvas, mostos o vinos, obtenerse por hibridacién de
cepas procedentes de uvas, mostos o vinos, o derivar de otras levaduras enoldgicas.

A pesar de los afios en que viene avanzando la ciencia en el mejoramiento de las
levaduras enoldgicas, no fue hasta mayo del 2015 cuando se planteé desde la OIV el
uso de OGM dentro del ambito de la vitivinicultura. En aquel planteamiento se
definieron tres ramas en donde podia aplicarse la tecnologia del ADN recombinante:
las plantas, en segundo lugar las levaduras y finalmente la obtenciéon de enzimas
provenientes de organismos genéticamente modificados. Cabe mencionar que en el
afio 2003, tanto Canada como los Estados Unidos de Norteamérica, aceptaron el uso
de estos microorganismos, dotandoles de una calificacién dentro de la categoria
GRAS (Sanchez, 2018).
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7. CONCLUSION

El uso de levaduras vinicas transgénicas, como se ha puesto de manifiesto a lo largo
de este trabajo, puede suponer una ventaja tanto para la industria enolégica como
para el consumidor, ya que puede evitar o reducir el uso de costosos procesos en las
bodegas, reducir o anular la necesidad de la adicién de productos enologicos y
conservantes quimicos y contribuir a la mejora o el aumento en la produccion de
compuestos beneficiosos para la salud humana.

Es en este punto donde se han producido los mayores avances en el desarrollo de
levaduras genéticamente modificadas durante la ultima década, tanto para aumentar la
formacion de compuestos antioxidantes y vitaminas en el vino como para la
minimizacion en la formacion de compuestos biolégicos que afectan a la salud o lo
deterioran, evitandose asi el uso de conservantes que suponen, en muchos casos, un
rechazo por parte del consumidor.
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