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Resumen

La levadura Saccharomyces cerevisiae, cominmente conocida como levadura de cerveza,
posee una serie de caracteristicas que la trasformaron en el organismo eucariota modelo
mas poderoso que existe para realizar investigacion bdsica. Estas ventajas, sumadas a su
caracter inocuo para la salud y el medio ambiente, también la han convertido en una
alternativa interesante para el desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas, como la
produccién de proteinas recombinantes. Por otra parte, las levaduras poseen numerosas
aplicaciones en la industria de la alimentacién, principalmente en productos de panificacién,
como aditivo en alimentos elaborados y como suplemento nutricional para ganado.
Finalmente, este organismo es insuperable a la hora de producir etanol. Ademas del uso
recreativo de este compuesto, la produccién de etanol ha adquirido gran relevancia por su
uso como combustible ya que resulta neutro en cuanto a las emisiones de CO2. En este
articulo presentamos un repaso por el pasado, presente y futuro de este microrganismo que
sin duda, es el mejor amigo del hombre.

Summary

The yeast Saccharomyces cerevisiae, commonly known as brewer's o baker’s yeast, has a
series of features that allowed it to become the most powerful eukaryotic organism to carry
out basic research. These advantages, added to its innocuous nature, both for health and the
environment, have also made it an interesting alternative for the development of
biotechnological applications, such as the production of recombinant proteins. On the other
hand, yeasts have numerous applications in the food industry, mainly in bakery products, as
an additive in processed foods and as a nutritional supplement. Finally, this organism is
unsurpassed when it comes to producing ethanol. In addition to the recreational use of this
compound, the production of ethanol has gained great relevance due to its use as a fuel
since it is neutral in terms of CO2 emissions. In this article, we review past, present and future
of this microorganism that without a doubt, is man’s best friend.
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Introduccion e historia

La levadura Saccharomyces cerevisiae, o levadura de cerveza, es un eucariota unicelular
perteneciente al reino de los hongos. Se cree que fue uno de los primeros organismos en ser
domesticado. Las primeras evidencias de su uso en la producciéon de bebidas alcohélicas
provienen de China, alrededor de 7000 afios A.C (1). Se encontré evidencia del uso de
levaduras en la produccion de bebidas y en el leudado del pan en Egipto 5000 afios antes
AC.

El comerciante holandés Antoni van Leeuwenhoek desarrollé lentes de alta calidad creando
los primeros microscopios y pudo observar la levadura por primera vez. En el aflo 1857, Luis
Pasteur publicé el articulo “Memorias sobre la fermentacién alcohdlica”, en donde se
establecié por primera vez que la fermentacién alcohélica es llevada a cabo por organismos
vivos. Pasteur describié también que es un proceso que se lleva a cabo sélo en ausencia de
oxigeno y en el cual se consume azlcar para generar el alcohol. Esto fue un avance
importantisimo, dado que hasta ese momento existia la controversia acerca de la
fermentaciéon como proceso biolégico o como proceso quimico catalitico. Los experimentos
llevados a cabo por Pasteur pusieron punto final a la discusiéon y convencieron al mundo
cientifico del rol de la levadura en la fermentacion (2).

En la naturaleza, las levaduras se encuentran principalmente en las cascaras de las frutas,
muy notoriamente en el hollejo de las uvas (3). Ademas se la puede encontrar en madera de
roble, suelos, e incluso en el tracto digestivo de insectos. En contraste con lo bien estudiado
que estd este organismo en condiciones de laboratorio, no es tan claro como crece o
sobrevive en la naturaleza ya que muchos de sus habitats naturales no son ricos en
nutrientes. Existe un creciente interés en comprender la diversidad de las levaduras y sus
formas de vida en la naturaleza (4). Ademdas de su interés cientifico basico, estos datos
pueden ayudar a encontrar cepas Utiles desde el punto de vista aplicado, y también a
entender algunos aspectos de la biologia de estos organismos que son necesarios para la
supervivencia en la naturaleza, pero que se han perdido de las cepas de laboratorio o
industriales.

Sacharomyces cerevisiae como modelo experimental de investigacién

La levadura posee una serie de caracteristicas que la tornan ideal para el trabajo de
laboratorio. Para empezar es inocua, de crecimiento rapido y facil de mantener y conservar
en el laboratorio.

S. cerevisiae se reproduce por un tipo de division asimétrica denominada gemacién o
“budding” lo que permite distinguir una célula madre de una célula hija (Fig. 1A). Puede
mantenerse establemente como haploide (una copia de la informacién genética n) o
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diploide (informacién genética duplicada 2n). Posee ademas un ciclo sexual (Fig. 1B), que
permite la utilizacién de las herramientas de la genética clasica.

Como producto de su estilo de vida, posee un genoma pequefio (12 millones de pares de
bases), casi sin duplicaciones ni secuencias repetitivas, con regiones intergénicas muy
pequenas, y la mayoria de sus genes no tienen intrones. Esto permitié que la levadura fuera
el primer organismo eucariota en haber sido secuenciado en su totalidad (5). En la actualidad
cuenta con el genoma mejor caracterizado y estudiado y con el mayor porcentaje de genes
de funcién conocida. De los 5800 genes, al menos 1000 poseen ortélogos (genes con una
funcién similar) en humanos y un gran nimero de estos ortélogos son capaces de cumplir la
funcién del gen similar en levaduras. Esto se refleja en que un gran nimero de procesos
biolégicos basicos se encuentran altamente conservados en este organismo. Por ejemplo, los
mecanismos de autofagia o el transporte vesicular se elucidaron principalmente en
levaduras y luego fueron verificados en eucariotas superiores. Los avances realizados en
levadura en esos temas les valieron premios Nobel a los investigadores Dr. Yoshinori Ohsumi
y Dr. Randy W. Schekman en 2016 y 2013, respectivamente.

La conservacién de los procesos biolégicos basicos en levaduras ha permitido crear modelos
experimentales para estudiar las bases moleculares de patologias humanas como la
neurodegeneracién (6) entre muchas otras (7).

Estos premios, asi como muchos avances cientificos producidos en este organismo, se
basaron en lo que es posiblemente la mayor ventaja de este organismo: la posibilidad de
realizar rastreos genéticos para obtener mutantes claves en distintos procesos biolégicos y
asi poder estudiarlos.

A principios del siglo XX, otros organismos como la Neurospora crassa y el Aspergillus
nidulans, que eran considerados mdas convenientes para realizar genética clasica, habian
tomado la delantera como modelos de investigacién. Con el advenimiento de las técnicas de
Biologia Molecular e Ingenieria Genética, la levadura tomé un impulso insuperable. Esto se
debe, principalmente, a la facilidad con que la levadura puede ser trasformada con ADN
foraneo, tanto o mas facilmente que una bacteria. Ademas, una caracteristica que resultd
sumamente importante fue la alta eficiencia de recombinacién homéloga de ADN, que
permite eliminar genes completos o modificarlos en el genoma con relativa facilidad. Para
analizar los distintos genes, sus funciones y fenotipos, los investigadores realizaban en sus
laboratorios mutantes que tuvieran mutado o eliminado completamente el gen de interés.
En el aflo 2000 el consorcio “Saccharomyces Genome Deletion Project” puso a disposicion
una coleccién de cepas que tenian cada una un gen distinto eliminado, cubriendo asi todos
los genes de la levadura (8). Esta herramienta permitié simplificar el trabajo con levaduras y
hoy esta disponible en la mayoria de los laboratorios que utilizan este organismo modelo.

A lo largo de los afos, la coleccion completa de mutantes viables ha sido estudiada en
relacion a su comportamiento frente a numerosos farmacos, a la utilizacién de diversas
fuentes de carbono y nitrégeno, sensibilidad a la temperatura, etc. Esto permitié a su vez
realizar mapas de correlacion, es decir, qué genes producen algun efecto ante distintos
estimulos, lo cual permitié inferir funciones para varios de ellos (9).
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Existen otras colecciones que son de gran utilidad al trabajar con levaduras. Una de estas
colecciones posee todos los marcos de lectura abiertos (ORFs), es decir las secuencias que
codifican para proteinas, fusionados al gen de la proteina fluorescente verde (GFP). Esto
permitié estudiar la expresion y establecer la localizacién subcelular de un gran nimero de
proteinas (10). Otra coleccion fue generada rotulando todos los ORFs con secuencias que
permitan su purificacion por la técnica de TAP (tandem affinity purification), para luego
identificar proteinas interactuantes por espectrometria de masas (11). Toda esta informacion
se encuentra compilada de manera muy conveniente en una base de datos denominada
“SGD” (Saccharomyces Genome Database) (https://www.yeastgenome.org/).

El estudio de la colecciéon completa de mutantes, asi como los estudios de expresién génica
mediante “microarrays”, empezaron a cambiar el paradigma de los estudios biolégicos, que
ya dejaron de enfocarse en un gen o una sola proteina, para empezar a estudiar cémo
reacciona un grupo grande de genes o un organismo completo a un determinado estimulo.
Esto, sumado a ejercicios de modelado matematico de los procesos biolégicos, dio origen a
lo que hoy conocemos como biologia de sistemas (12).

Uno de los mas grandes avances en la biologia de sistemas fue el desarrollo de la técnica
denominada “Synthetic Genetic Array”. Esta consiste en combinar una cepa que tiene
delecionado (eliminado) un gen, con cepas del tipo sexual opuesto que poseen delecionado
cada uno de los otros genes, (13), valiéndose del ciclo sexual. Luego de una seleccién
adecuada se pueden generar colecciones de cepas mutantes que tengan cada una, dos
genes delecionados simultdneamente. El nimero de cepas doble mutantes es de
aproximadamente 25 millones. Para identificar si hay interaccion entre los genes, se analiza
el crecimiento de las colonias que forman los mutantes. Si los genes interaccionan
genéticamente, se observaria un crecimiento diferente al que se esperaria de la suma de los
fenotipos de los mutantes individuales. Cuando la interaccién es negativa, o incluso letal, se
esperaria un crecimiento menor, o directamente la muerte de la levadura. Cuando la
interaccion es positiva, la cepa creceria mejor que lo esperado (13). Esta técnica se realiza
utilizando robots especialmente disefiados para el manejo de una gran cantidad de cepas
mutantes, y el posterior crecimiento y analisis de las muestras. Mediante su uso se han
podido identificar una serie de interacciones que se pueden ver resumidas en la base de
datos llamada “The Cell Map”, creada por las universidades de Toronto y Minesota
(http://thecellmap.org/).

La interaccion de cada uno de los genes de levadura con todos los demas ya ha sido medida
y esto permitié la generacion de perfiles de interacciones. Genes que comparten perfiles de
interacciones similares, posiblemente posean funciones similares, lo cual ha permitido la
asignacion de funciones a genes previamente no caracterizados y la identificacion de nuevos
complejos multiproteicos (14,15).

En nuestro pais, existen varios grupos dedicados a la Investigaciéon de levaduras vinicas y
otros dedicados a estudios basicos. En Cérdoba en particular, estudiamos aspectos
relacionados al trdfico de proteinas y su relacién con algunas modificaciones
postraduccionales (16-18).
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Fermentacion alcohédlica

El uso de la levadura en la fermentacién alcohélica de bebidas para la ingesta humana se
realiza desde hace ya muchisimos siglos. En la actualidad continua siendo utilizada como
principal fuente de produccién de cervezas y vinos. Se han desarrollado y seleccionado gran
variedad de cepas especificas para estas bebidas.

En la cascara de la uva, naturalmente se pueden encontrar distintas cepas de levaduras
salvajes que tienen la capacidad de realizar la fermentacién del vino, pero en la industria, si
bien la fermentacién se realiza en presencia de estas levaduras salvajes, se adiciona alguna
cepa especializada, normalmente de S. cerevisiae, cuyo crecimiento domina por sobre las
demas. Este proceso de dominacién es importarte por que hace que el vino sea mas
homogéneo y que su produccidn sea mas controlada y reproducible, pero no siempre se
logra con facilidad, puesto que las levaduras salvajes compiten fuertemente con S. cerevisiae
sobre todo en los primeros momentos (19). Es por ello que en la industria vitivinicola existe
un gran interés de encontrar cepas o métodos que puedan garantizar la dominancia de la
cepa inoculada por sobre las salvajes.

Por otro lado, las levaduras juegan un rol fundamental en la produccién de cervezas (20,21).
Debido al proceso de produccién de esta bebida, que consiste en utilizar las levaduras de
una fermentacion, en la siguiente, las levaduras se han aislado evolutivamente de las salvajes
y son ideales para estudiar los procesos de domesticacion. La composicién genética de estas
levaduras es objeto de estudio actualmente (21). Recientemente, se descubrié que la
levadura mas comunmente utilizada en la produccion de cerveza, es un hibrido entre S.
cerevisiae y una levadura salvaje proveniente de la Patagonia (22).

Otro uso de gran importancia industrial que tienen las levaduras es en la produccién de
bioetanol. El bioetanol es uno de los biocombustibles alternativos mas utilizados. En
Argentina, toda la nafta que se utiliza posee mas de 10% de etanol. La levadura es central en
el proceso de fermentacion que se requiere para producirlo. A la hora de producir bioetanol
el organismo de preferencia es S. cerevisiae ya que ningun otro organismo es tan productivo
ni tan tolerante a altas concentraciones de alcohol. Varios factores se combinan para poder
obtener grandes cantidades de etanol. Los mas importantes son la cepa de levadura a
utilizar, la temperatura de fermentacién, el pH del medio, la fuente de azucares, el método
de fermentacion, entre otros (23). Se ha debatido si el uso de glucosa proveniente de
almidén de cultivos que pueden ser utilizados como alimentos, en particular el maiz, es una
estrategia valida desde el punto de vista ambiental para generar combustibles (24). La mayor
deforestacion, sumada a los requerimientos de agroquimicos y uso de agua para generarlos,
puede ser mas perjudicial para el ambiente que la emisiéon de CO2 que se evita por su uso.
Menos problematico es el uso de la sacarosa proveniente de la cafa de azlcar, que es
energéticamente mucho mas conveniente que el maiz. De cualquier forma, la fuente mas
abundante de aztcar en el planeta es la celulosa. Los esfuerzos actuales estan dirigidos a
producir etanol de segunda generacién a partir de celulosa proveniente de residuos
agroindustriales y para ello se busca generar microrganismos capaces de liberar los azicares
de la celulosa para luego convertirlos en etanol.
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Expresion de proteinas recombinantes

Existen sistemas de produccién y purificacion de proteinas recombinantes de interés
industrial o farmacolégico, a partir de distintos tipos de organismos desde bacterias hasta
células de mamiferos. La levadura combina las ventajas de una bacteria en cuanto a la
facilidad para su crecimiento y manipulacién, con la de un organismo eucariota. En
eucariotas, las proteinas sufren modificaciones quimicas que ocurren luego de su sintesis
(postraduccionales) como glicosilacion, palmitoilacién, farnesilacién, fosforilacion,
ubiquitinacion, entre otras. Estas modificaciones postraduccionales pueden ser cruciales
para el funcionamiento o correcto plegamiento de una proteina. Una modificacion
postraduccional particularmente importante es la glicosilacién, es decir la adicién covalente
de azucares sobre aminoacidos especificos de la proteina. Si bien la levadura introduce en
general cadenas de azucares (glicanos) simples, muy ricos en manosa, se han generado
levaduras que son capaces de glicosilar con un patrén similar a células eucariotas superiores
(25). Existe ademas una bateria de vectores o plasmidos que se utilizan para introducir ADN
fordneo en S. cerevisiae y que han facilitado el uso de este organismo para la expresién de
proteinas. Actualmente se pueden encontrar plasmidos de bajo o alto nimero de copia (por
célula, que permiten controlar las cantidades de proteina producida. Ademas de S. cerevisiae
existen otras levaduras que son utiles a la hora de purificar proteinas como pueden ser Pichia
pastoris o Hansenula polymorpha.

Un gran nimero de proteinas recombinantes de interés industrial o farmacéutico han sido
producidas en levaduras, entre las que se destacan la insulina, el glucagén, la transferrina
humana, la albimina humana y varios antigenos virales para la produccién de vacuna, entre
otros (26,27).

Perspectivas

A medida que avanza la tecnologia, en particular la que permite la edicién de genomas en
células de eucariotas superiores, es vdlido preguntarse si la levadura como organismo
modelo en investigacién sigue siendo una eleccion inteligente. Por ejemplo, muy
recientemente se logré realizar el primer mapa de interacciones génicas mediante la
estrategia de CRISPi en células de mamifero (28,29). Sin embargo, en forma permanente
aparecen trabajos de investigacidon que aun se valen de la levadura para resolver problemas
biolégicos fundamentales. Por ejemplo, recientemente se realizaron cromosomas completos
artificiales en levadura para intentar entender el funcionamiento y la organizacién del
genoma eucariota (30).

En donde se avizora una mayor contribucién de este organismo, es sin duda en la Biologia de
sistemas, que busca determinar cémo grupos de genes y proteina coordinan el metabolismo
y crecimiento frente una gran variedad de condiciones (31).

Por otra parte, los bajos requerimientos para su crecimiento y el hecho de ser inocua, hacen
de la levadura el microorganismo de eleccidn a nivel de las industrias biotecnolégicas
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La produccién de etanol en sus diversas formas seguira indefectiblemente ligada a S
cerevisiae. Mientras los humanos se retnan alrededor de pizzas y cervezas, la levadura
seguird siendo parte importante de nuestras vidas.
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