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RESUMEN

La levadura Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo mas importante en el
proceso de elaboracion del vino y por ello variadas estrategias dirigidas a optimizar la
produccion de vinos se basan en aspectos relacionados con esta levadura, como el uso de
cepas de levaduras comerciales a modo de indculos para la fermentacién industrial. Esta
practica plantea la posibilidad que las levaduras comerciales se diseminen en el area
geografica donde son utilizadas e interaccionen con las poblaciones de las levaduras
endémicas, posibilitando alteraciones a nivel de su estructura genética, en donde la
magnitud de estos cambios dependeran en parte, del tipo de reproduccién y de la
capacidad que tengan estas levaduras para generar hibridos.

Con el objeto de determinar las consecuencias genéticas de la introduccién de cepas
comerciales y la utilizacién de précticas industriales en areas de produccién vinica,
nosotros estudiamos los mecanismos de reproduccion de las levaduras vinicas y
comparamos los niveles de diversidad en las subpoblaciones colectadas desde zonas con
un amplio uso de agroquimicos y cepas comerciales, con respecto a las zonas artesanales
en las cuales no existe uso de estos procedimientos.

Nuestros resultados sugieren que gran parte de las levaduras vinicas nativas serian
diploides y esta condicién se mantendria debido al cardcter homotalico dominante en las
poblaciones nativas. A su vez, las cepas con un contenido de DNA mayor que el

diploide presentarian un catiotipo estable y una amplia similitud génica entre los
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cromosomas homoélogos al evidenciar una alta viabilidad en sus productos meidticos
luego de varias generaciones.

Por otra parte, mediante ¢l andlisis por microsatélites logramos detectar una menor
diversidad genética en las cepas nativas obtenidas a partir de las zonas con practicas
industriales en relacion a las subpoblaciones ubicadas en las zonas artesanales. De la
misma forma, el andlisis mediante parametros estadisticos sugiere que las
subpoblaciones estudiadas presentarian estructuracién génica, descartando asi la
presencia de flujo génico entre ellas. Consecuentemente, no fue posible encontrar
correlacion entre la distancia génica y la proximidad geografica entre las poblaciones
estudiadas.

Finalmente, detectamos menores valores de heterocigosidad en relacién a lo esperado
bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg y valores positivos, en el rango de 0,4 a 0,75, para
el estadistico Fis en las cinco poblaciones analizadas. Estos resultados, en conjunto con
el bajo nivel de desequilibrio gamético detectado en cuatro de estas poblaciones,
sugieren que los ciclos de autofecundacion junto con clonalidad serian un importante

mecanismo de reproduccion en las cepas vinicas de levaduras S. cerevisiae.
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ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae is the most important organism in wine making and therefore,
several strategies are based on yeast utilization in order to optimize wine production, i.e.
the use of commercial yeast as starter cultures in industrial fermentations. This practice,
might allow commercial yeast to disseminate and interact with native yeast in the
employed areas, affecting their genetic structure. The changes magnitude will depend on
their reproduction mechanism and ability to produce hybrids.

With the aim to determine the genetic consequences of industrial practices and
commercial yeast introduction in wine making areas, we studied the reproduction
mechanisms and compared diversity levels in subpopulations collected in areas with a
wide use of fungicides and starter strains, against artisan areas where none of those
procedures were used.

Our results suggest that most native wine yeast are diploids and this condition would be
maintained because of the homothallic life cycle predominant in native populations. At
the same time, strains with higher DNA content would have a stable karyotype and a
wide genetic similitude between homologous chromosomes since they present high
spore viability.

On the other hand, using microsatellites, a lower genetic diversity was detected in
natives strains isolated from regions with industrial practices, compared to
subpopulations in artisan regions. Statistical analysis suggests that studied

subpopulations would present a clear genetic substructure, ruling out the gene flow
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hypothesis between them. Subsequently, it was not possible to find a correlation
between genetic distance and geographic distance.

Finally, lower heterocigocity values were detected compared to what is expected under
Hardy-Weinberg equilibrium and positive Fis values, ranging from 0.4 to 0.7, were
estimated in the five populations. These results and the low linkage disequilibrium
detected suggest that cycles of self-fertilization along with clonality are the mains

reproduction mechanisms in S. cerevisiae wine strains.
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1.- INTRODUCCION



1.1 Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido por mucho tiempo considerada como un
organismo unicelular domesticado distinto de cualquiera de sus similares en los
ambientes naturales debido a que se ha utilizado durante siglos en diversos procesos de
interés industrial, tales como la vinificacion, destilacion y panificacién (Cianni y col,
2004; Landry y col, 2006). El proceso de generacion del vino corresponde a la
fermentacion natural de los mostos de uva a cargo de diversas levaduras pertenecientes a
los géneros Saccharomyces, Kloeckera, Metschnikowia y Candida, entre otras, las
cuales crecen secuencialmente a través de las etapas de este proceso. Sin embargo, la
levadura S. cerevisige es la especie predominante en la mayor parte del proceso de
fermentacién y es universalmente conocida como la “levadura vinica” (Fleet y Heard,
1993). La fermentacion ocurre en un plazo de 7 a 21 dias en donde la glucosa es
desdoblada a etanol con la consiguiente generacion de ATP (Pfeiffer y col, 2001).
Dentro de las principales caracteristicas de S. cerevisiae se encuentra su capacidad para
soportar altas concentraciones de etanol y sulfito presentes en el mosto, ademas de
tolerar el estrés osmético causado por la presencia de una gran cantidad de azicares
(Fleet y Heard, 1993).

El origen de S. cerevisiae es controversial, algunas lineas de investigacién sugieren que
esta levadura existiria como especie en los ambientes naturales mucho tiempo antes de
ser utilizada en la produccién de alimentos. Por otra parte, tambien ha sido postulado

que esta levadura habria divergido de Saccharomyces paradoxous, que es la levadura



mas cercana conocida a S. cerevisiae y debido a su asociacién con el hombre habria sido
“domesticada”. El andlisis de las secuencias nucleotidicas de 81 cepas de diversos
origenes, tanto de S. cerevisiae como S. paradoxous, demostré que las cepas
“domesticadas” derivarian de cepas naturales mas que de forma opuesta (Fay y
Benavides, 2005).

Actualmente, la mayoria de las cepas de levaduras vinicas de S. cerevisiae son obtenidas
directamente de las uvas, sin embargo es poco frecuente encontrarlas en las uvas sanas,
siendo posible colectarlas desde uvas dafiadas en una cantidad aproximada de 10> a 10°
células/uva (Mortimer y Polsinelli, 1999). A su vez, otros estudios han explicado que la
dispersion de las levaduras seria por medio de los pdjaros e insectos (Phaff y Starmer,
1987; Landry y col, 2006).

S. cerevisiae es usualmente encontrada como un organismo unicelular diploide que se
reproduce predominantemente de forma vegetativa mediante yemacion. Las células
diploides de esta levadura pueden realizar meiosis y producir una tétrada de 4 esporas
haploides denominada asca. Estas esporas pueden ser de dos tipos de apareamiento, “a”
o “a”. Las células haploides también pueden reproducirse a través de yemacién. La
generacion de las células diploides se produce por la fusion de dos células haploides con
tipo de apareamiento opuesto. Algunas cepas, conocidas como heterotdlicas, poseen un
tipo de apareamiento fijo y no pueden cambiar de a hacia o o inversamente. Sin
embargo, las esporas de la mayoria de las cepas vinicas son capaces de cambiar su tipo
de apareamiento y han sido denominadas como cepas homotélicas (Herskowitz, 1988).

Aunque los mecanismos moleculares involucrados en cada una de estas etapas han sido



ampliamente estudiados, su significancia ecolégica y sus consecuencias en la estructura

poblacional permanecen siendo una interrogante.

1.2 Estructura poblacional

El reciente desarrollo de métodos moleculares para la caracterizacion y el analisis de los
aislados silvestres de S. cerevisiae ha permitido avanzar en el entendimiento de su
dindmica poblacional (Landry y col, 2006). Mediante el analisis multilocus de
secuencias génicas de las cepas nativas, Aa y col, (2006) encontraron evidencia de una
estructura de poblacién distinta en las cepas colectadas desde los bosques de roble en
USA en comparacion a las cepas colectadas desde vifias en Italia. Estudios similares,
mediante el analisis de expresion génica y la variacion fenotipica tanto en cepas aisladas
de roble como de viiias, demostrd que las primeras presentaban una menor resistencia al
cobre y una mayor tolerancia al congelamiento que las cepas vinicas y de laboratorio
(Fay y col, 2004). La diversidad genética encontrada en estos aislados, tanto para S.
cerevisiae como S. paradoxous fue baja, tal como fue descrito anteriormente en el
andlisis del cariotipo electroforético de las cepas aisladas desde bosques de roble
(Naumov y col, 1992). Al cruzar cepas de S. cerevisiae provenientes de Norteamérica
con otras de origen europeo, se produjeron niveles normales de viabilidad de la
progenie, no asi en S. paradoxous, los cuales presentaron niveles de viabilidad
considerablemente menores (Sniegowski y col, 2002). Estos antecedentes sugieren un
ancestro comun mas reciente para ¢l caso de las cepas de S. cerevisiae en relacion a S.

paradoxous (Aay col, 2006).



Diversos han sido los trabajos tendientes a determinar la correlacion entre la distancia
geografica y génica de las cepas silvestres en esta levadura (Guillamén y col, 1996;
Martinez y col, 2004; Schuller y Casal, 2007; Martinez y col, 2007). Uno de los
primeros trabajos publicados en las levaduras vinicas mediante la técnica del RFLP del
DNA mitocondrial (mtDNA RFLP) sobre 31 cepas de diversos origenes geograficos
dentro de Espafia, destacé una alta correlacidn entre la distancia genética y el origen
geografico al realizar analisis de cluster (Guillamon y col, 1996). Esto fue
posteriormente corroborado al realizar estudios similares con cepas de origen
sudamericano, en donde se propuso que la caracterizacién genémica de las cepas nativas
podria ser correlacionada con su origen geografico (Martinez y col, 2004; Martinez y
col, 2007). Sin embargo, mediante microsatélites, no se logré encontrar dicha relacion,
al observar que la distancia geografica no se correlacionaba con la distancia genética

entre las cepas analizadas (Schuller y Casal, 2007).

1.3 Diversidad de las levaduras vinicas

El aumento mundial del mercado del vino ha significado que muchos paises con
tradicion vitivinicola hayan centrado su objetivo en mejorar sus practicas enologicas
para obtener vinos de mejor calidad. Esto ha significado que algunas de sus regiones de
produccion vitivinicola se hayan transformado desde précticas artesanales a practicas
industriales, siendo estas ultimas caracterizadas por el uso masivo de fungicidas,
microbicidas y de cepas comerciales. Estas tltimas corresponden a cepas colectadas

desde el campo, las cuales entregan al vino cualidades deseadas y reproducibles. Sin



embargo, la escasa reglamentacion sobre el tratamiento de los residuos industriales, ha
hecho que estas cepas sean liberadas en las zonas geogréficas a las cuales originalmente
no pertenecian. Evidencia de esto fue presentada por Valero y col (2005), en donde a
partir de las fermentaciones espontaneas lograron colectar cepas comerciales en las
cercanias de las bodegas donde fueron utilizadas. Sin embargo, estos autores también
plantearon que estas cepas no tendrian la capacidad de implantarse en las vifias y su
permanencia estaria limitada a cortos periodos de tiempo. Por otra parte, la utilizacion de
fungicidas también tendria consecuencias sobre las cepas de levaduras vinicas.
Recientemente ha sido propuesto que el uso de sulfito como preservativo en la
elaboracion de vino ha conducido a una seleccion de las cepas vinicas con una mayor
tolerancia a este compuesto (Park y Bakalinsky, 2000). Townsend y col (2003),
detectaron en las cepas vinicas una gran variacion en la expresion del gen SSU/, el cual
es un transportador de sulfito perteneciente a la via de detoxificacién en Saccharomyces.
Sin embargo, una de las evidencias mas fuertes de seleccion sobre este producto génico
se refiere al alto polimorfismo detectado en este gen, exclusivamente para levaduras
vinicas y mas atn, un mayor polimorfismo en el gen que codifica por un factor de
trascripcion que regula la expresion de SSUI (Aa y col, 2006).

El efecto que las practicas industriales en su conjunto tienen sobre las poblaciones
nativas de las levaduras es aun desconocido, sin embargo, se ha descrito que en zonas de
Chile con una alta actividad industrial, la diversidad, tanto en riqueza como abundancia
de cepas no-Saccharomyces, es menor en comparacion a zonas en las cuales no se utiliza
este tipo de practicas, sugiriéndose que esta diferencia de diversidad podria ser

consecuencia del uso intensivo de cultivos iniciadores que luego serian liberados al



medio afectando a las poblaciones nativas (Ganga y Martinez, 2004). Otra de las
consecuencias de la introduccion de estas cepas comerciales, podria corresponder a un
desplazamiento de las cepas nativas desde su ambiente natural por parte de las cepas
introducidas, debido a una competencia por el sustrato 6 por la generacién de hibridos
con mayor aptitud que los parentales.

Por el contrario, Valero y col, (2007) mediante la colecta de las cepas a partir de
fermentaciones espontaneas y la deteccion de patrones unicos mediante cariotipo
electroforético, encontraron una alta biodiversidad de cepas Saccharomyces en las zonas
donde se utilizaban cepas comerciales. Estos autores atribuyeron las diferencias de
diversidad observadas entre vifias a las condiciones climaticas y factores especificos de

las vifias, tales como edad y tamafio, y no a la utilizacion de las cepas comerciales.

1.4 Mecanismos de reproduccion

Otro de los factores que afectaria el comportamiento de esta levadura en el ambiente y
tendria una influencia sobre la estructura poblacional de las levaduras vinicas, es su
mecanismo de reproduccién (Freeland, 2005). Las levaduras vinicas serian en su
mayoria homotalicas y diploides (Romano y col, 1988; Mortimer y col, 1994). Ademas,
Mortimer y col, (1994) observaron un amplio grado de homocigosis en aislados
silvestres lo que les permitié postular la hipétesis denominada “Renovacién del
Genoma”, la cual establece que, al esporular, las cepas que presentan una acumulacion
de mutaciones recesivas heterocigotas generan productos meidticos haploides que

contienen todas las combinaciones posibles para el rasgo heterocigoto, pero al ser



homotalicas, cambiarian su tipo de apareamiento, se auto-aparearian y formarian los s
homocigotos diploide. De estos nuevos diploides, aquellos con mayor aptitud se
reproduciran reemplazando a la cepa madre original y al resto de los diploides
generados. En base a esto, diversos trabajos se han dedicado a determinar los
mecanismos de reproduccién utilizados por estas levaduras (Puig y col, 2000; Pérez-
Ortin y col, 2002; Ruderfer y col, 2006; Schuller y Casal, 2007; Valero y col, 2007).
Estudios en fermentaciones consecutivas, a partir de las cepas heterocigotas para el locus
URA3, atribuyeron la generaciéon de homocigotos a los procesos de recombinacion
mitética y una baja influencia de la meiosis, lo que cuestionaria la teoria planteada por
Mortimer (Puig y col, 2000). Posteriormente, Pérez-Ortin y col, (2002) plantearon la
posibilidad de la ocurrencia de eventos de reproduccion sexual en las cepas naturales de
las levaduras vinicas al evidenciar translocaciones heterocigotas con distintos alelos no-
recombinantes. En este mismo sentido, mediante el analisis de las secuencias de 4
genomas completados (3 de S. cerevisiae y 1 de S. paradoxous) Ruderfer y col, 2006, se
logré estimar que aunque cada cepa ha sufrido unos 16 millones de divisiones celulares
desde su ancestro comin mas cercano, so6lo se habrian registrado 314 eventos de
reproduccion sexual, demostrando la presencia de este mecanismo de reproduccion en el
ambiente (Ruderfer y col, 2006).

En los organismos relacionados a S. cerevisiae, como S. paradoxous y Candida
albicans, ocurren mecanismos alternativos al clonal como medio de reproduccion en las
condiciones naturales. Para el caso de S. paradoxous, existen evidencias de eventos de
recombinacion, lo que sumado al alto numero de individuos homocigotos sugiere la

autofecundacién como un mecanismo adicional de reproduccién (Johnson y col, 2004).



Similarmente, el estudio de 50 cepas de C. albicans mediante el anélisis de las
secuencias de diversos locus entregd evidencia de segregacion cromosomal y
recombinacion intracromosomal, sugiriendo como mecanismo primario de reproduccion
la clonalidad, con una pequefia pero importante contribucién de la reproduccion sexual
(Tavanti y col, 2004).

Por otra parte mediante la utilizacién de microsatélites se determind que las cepas
triploides y tetraploides de S. cerevisiae se reproduciren de forma asexual, sin embargo,
en las cepas diploides hay un alto nimero de cepas homocigotas por lo que la
autofecundacién es otro de los mecanismos de reproducciéon utilizado por éstas
levaduras (Ezov y col, 2006). Finalmente, mediante el andlisis por microsatélites en 371
cepas de levaduras vinicas de S. cerevisiae, se determind la existencia de una fuerte
desviacion de la ley de Hardy-Weinberg al encontrar una frecuencia de heterocigotos
menor a la esperada, indicando que en la poblacién hay una estructura clonal con ciclos

de autofecundacion (Schuller y Casal, 2007).

1.5 Microsatélites

Con el objetivo de realizar estudios genético-poblacionales en levaduras S. cerevisiae,
durante los ultimos afios se han utilizado diversas técnicas moleculares tales como el
cariotipo electroforético (Vezhinet y col, 1990), RFLP del mtDNA (Comi y col, 2000),
RAPD (Cocolin y col, 2004) y AFLP (de Barros Lopes y col, 1999). Sin embargo, una
de las técnicas con mayor polimorfismo y que permite responder las preguntas

especificas acerca de las propiedades de las poblaciones, son los microsatélites (Gallego



y col, 2005). Estos se definen como las secuencias repetidas en tandem de 1 a 6 pares de
bases, los cuales se encuentran en una alta frecuencia dentro del genoma nuclear en
organismos de diversas taxas (Tauzt y col, 1986). En eucariontes, el genoma se
encuentra compuesto por un alto numero de microsatélites, siendo el dinucledtido poli-
(AC) el repetido mas frecuente. Otros microsatélites comunes son poli-(TC) y poli-
(CAC) (Tautz y Renz, 1984).

Los mecanismos de mutacién que generan los distintos alelos de microsatélites no se
encuentran claramente descritos, sin embargo se han propuesto dos modelos en base a
errores de la enzima polimerasa y a procesos de recombinacion. El primero de ellos es el
SMM (del inglés Stepwise Mutation Model), en donde la generacién de nuevos alelos
seria causa de un incorrecto apareamiento durante la replicacion en el lugar del repetido,
el cual seria entonces reparado agregando bases o eliminando aquellas que no se
encuentren apareadas (Levison y Gutman, 1987). El segundo modelo denominado IAM
(del inglés Infinite Allele Model), plantea que los alelos serian generados debido a
errores durante el proceso de recombinacién en la meiosis y, por lo tanto, cada nuevo
alelo no se encontraria presente previamente en la poblacion (Kimura y Crow, 1964).

El elevado polimorfismo que presentan los microsatélites y su capacidad de detectar
ambos alelos (caracter co-dominante) la hace muy util para identificaciones individuales,
ya que es muy poco probable que 2 individuos elegidos al azar compartan alelos
similares para varios marcadores.

En S. cerevisiae diversos loci polimoérficos han sido descritos, demostrando el alto grado
de variabilidad genética que es capaz de detectar la técnica de microsatélites. Uno de los

trabajos mas importantes realizados en este ambito, fue publicado el afio 2001. En este,
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Pérez y col, (2001b) lograron identificar 6 loci altamente polimoérficos los cuales
permitieron discriminar inequivocamente 44 genotipos de 57 estudiados, demostrando
de esta forma el alto poder de resolucion de la técnica. Aplicaciones en levaduras vinicas
comerciales llevaron a determinar que estas presentaban un genotipo, en su mayoria,

diploide, siendo la mayoria de ellas homocigotas (Bradbury y col, 2006).

1.6 Herramientas estadisticas

La formacion de sub-poblaciones ocurre de forma natural en muchas especies, lo que
genera en la mayoria de los casos una diferenciacién génica. Variadas son las
herramientas estadisticas que permiten estudiar el comportamiento de las poblaciones y
su utilizacién dependera de las preguntas que el investigador desee responder. Uno de
los estadisticos més importantes en el estudio de poblaciones es la Heterocigosidad (H),
que corresponde a la frecuencia relativa de individuos heterocigotos en una muestra. La
heterocigosidad observada (Ho) se estima directamente calculando la frecuencia de
heterocigotos con respecto al total de individuos. Por otra parte, la heterocigosidad
esperada (He) hace referencia a la probabilidad de encontrar, al azar, dos alelos distintos
en la poblacion bajo equilibrio de Hardy-Weinberg, la cual establece que en una
poblacion suficientemente grande, con individuos diploides y reproduccién sexual
aleatoria, sin seleccion, mutacién o migracion, las frecuencias génicas y genotipicas

permanecen constantes entre las generaciones.
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La heterocigosidad, también conocida como diversidad de Nei (1977) se define como:

H=1-Zp (1)
Donde p; corresponde a la frecuencia del alelo i.

A vpartir del estadistico H es posible inferir mediante un parametro derivado, las
variaciones genéticas dentro y entre las poblaciones. El indice de fijacion Fis (Wright,
1951) mide la correlacién de genes entre individuos pertenecientes a una misma
subpoblacién y permite determinar el tipo de reproduccion de la poblacién en estudio.
Por otra parte, la correlacion entre dos alelos elegidos al azar entre subpoblaciones
relativo a alelos muestreados al azar a partir de la poblacion total, se denomina Fy y
permite determinar relaciones entre subpoblaciones (Wright, 1951).

Wright en 1965 redefini6 los indices de fijacion antes descritos como:
F = (H. —Ho)/ H 2)

Donde H. = Heterocigosidad esperada; H, = Heterocigosidad observada.

Con el objetivo de determinar el grado de polimorfismo de los marcadores se han
descrito una serie de parametros, entre ellos el contenido de informacion polimoérfica
(PIC, del inglés Polymorphic Information Content). Este pardametro es usualmente
calculado para evaluar el valor informativo de un marcador en estudios de relaciones
génicas. Fue descrito por Botstein y col, (1980), y se define como la probabilidad de
inferir en la descendencia el alelo transmitido por un parental heterocigoto.

n-1 n

PIC =1-Zp?-E T 2p p° (1)

=1 j=itl

donde p; corresponde a la frecuencia en la poblacion del alelo 1.
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1.7 Descripcion del Problema

El uso de cepas comerciales como indculos para fermentaciones industriales plantea la
posibilidad que estas cepas se introduzcan en los ecosistemas de vifias y bodegas e
interaccionen con las poblaciones de levaduras endémicas. Las consecuencias a nivel de
la estructura genética de las poblaciones de levaduras nativas, dependeran en parte, del
tipo de interaccion que pueda ocurrir entre ellas y, por lo tanto, de la capacidad que
tengan para generar hibridos. Una posible consecuencia de la introduccién de estas cepas
comerciales es la disminucion de la diversidad de las poblaciones nativas, lo que podria
generar a su vez, efectos significativos sobre la estructura poblacional de las levaduras
endémicas.

Estos supuestos, sumados a la deteccién de cepas comerciales en areas industriales
observados por nosotros y otros grupos de investigacion, sugieren que la utilizacion de
practicas industriales y, especificamente, la utilizacién de cepas comerciales, podrian
tener un efecto negativo sobre las poblaciones de levaduras nativas.

Con el objeto de evaluar el efecto que tendrian las distintas practicas enoldgicas sobre
las poblaciones de levaduras endémicas nosotros caracterizamos y evaluamos cinco
subpoblaciones nativas de levaduras mediante microsatélites. Para esto, inicialmente
utilizamos herramientas tales como Heterocigosidad y F-estadisticos con el fin de
estudiar las propiedades de cada una de las subpoblaciones. De la misma forma,
realizamos un andlisis de parametros fisiologicos al estimar la viabilidad de sus esporas,

lo que fue posteriormente correlacionado con los resultados obtenidos mediante
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microsatélites para determinar los mecanismos de reproduccién predominantes en estas
levaduras. Finalmente, y con el objetivo de evaluar el flujo génico en levaduras vinicas,

nosotros determinamos los niveles de diferenciacion génica entre las subpoblaciones

analizadas.
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2.- HIPOTESIS
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2.1 Hipdtesis
La utilizacion de cepas comerciales como inéculos de fermentaciones industriales y su
consiguiente diseminacién en areas vitivinicolas, tendria como consecuencia un
desplazamiento de los genotipos endémicos disminuyendo la diversidad de las

poblaciones nativas de Saccharomyces cerevisiae.
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3.- OBJETIVOS
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3.1 Objetivo General

Determinar los mecanismos de reproduccion predominantes en las poblaciones
nativas de Saccharomyces cerevisiae mediante un andlisis fisiologico y genético-

poblacional basado en microsatélites.

3.2 Objetivos Especificos

Evaluar la diversidad genética de las poblaciones de levaduras S. cerevisiae
presentes en las zonas con alta actividad industrial y en regiones con actividad
vitivinicola del tipo artesanal.

Determinar la presencia de las cepas comerciales en las cepas colectadas a partir
de las fermentaciones espontaneas.

Determinar los mecanismos de reproduccién predominantes asociados a cada una
de las poblaciones en estudio a través de los parametros fisiolégicos y genético-

poblacionales.
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4.- MATERIALES Y METODOS

19



4.1 Cepas

Un total de 117 cepas de la especie Saccharomyces cerevisiae pertenecientes a 6
poblaciones, fueron seleccionados para el andlisis (Tablas 1a y 1b). Inicialmente, 98
cepas de 5 poblaciones fueron utilizadas para realizar los estudios de estructura de
poblaciones y diversidad asociada a estas. La Tabla la indica las cepas utilizadas
ademas de la localidad y el tipo de practica utilizado en la zona de colecta.
Posteriormente, 19 cepas colectadas en Mendoza, Argentina, fueron seleccionadas con el
objetivo de buscar genotipos similares a cepas comerciales ampliamente utilizadas en
dicha zona. La Tabla 1b indica las cepas utilizadas ademas de la localidad y el tipo de
practica utilizada en la zona de colecta. Todas las cepas fueron obtenidas del cepario del
Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia Aplicada (LAMAP) de la Universidad de
Santiago de Chile. Las cepas de Mendoza fueron proporcionadas por el Instituto de
Tecnologia Agropecuaria, INTA, de Mendoza.

Las levaduras fueron crecidas en medio YPD (Extracto de Levadura 0,5%, Peptona
0,5%, Glucosa 2,0%, Agar 2,0%, Estreptomicina 200 ug/ml) y luego colonias
individuales fueron crecidas en medio YPD liquido. La extracciéon del DNA se realiz
mediante el kit Wizard Genomic DNA purification (Promega). La cuantificacion del
DNA se realiz6 en geles de agarosa mediante una comparacion con el DNA del fago

Lambda digerido con Hindlll y EcoRI previamente estandarizado.
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Tabla 1a.- Cepas de S. cerevisiae utilizadas en los anilisis estadisticos poblacionales.

~ Localidad de

~ Tipo de Actividad
- Enolégica

Cauquenes

L-1; L-2; L-3; L-4;
L-5; L-9; L-10; L-
11; L-12; L-13; L-
14; L-15; L-16; L-
17; L-18; L-19; L-
20; L-21; L-22

Industrial

Magquehua, Curicéd

L-281, L-282, L-
283, L-284; L-285;
L-286; L-287; L-
288; 1.-289; L-290;
L-291;1-292; L-
576; L-577; L-578;
L-579; L-580; L-
581; L-582

Industrial

Chile

Checura, Cauquenes

[L-301; L-302; L-
303; L-304; L-305;
L-306; L-307; L-
308; L-309; L-310;
L-311; L-312; L-
313; L-314; L-315;
L-316; L-317; L-
318; L-319

Artesanal

Sauzal, Cauquenes

L-464; 1L-465; L-
466; 1.-467; L-468;
L-469; L-470: L-
471, L-472; L-473;
L-474; 1L-475; L-
476; L-477; L-478;
L-479: 1L.-480: L-
481; 1.-482

Artesanal

Pera Valle del Ica, Ica

L-1188;L-1189; L-
1190; L-1191; L-
1192; 1.-1193; L-
1194; L-1195; L-
1196; L-1197; L-
1198; L-1999; L-
1200; L-1201; L-
1202; L-1203; L-
1205; L-1206; L-

1207

Artesanal
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Tabla 1b.- Cepas utilizadas para la bisqueda de genotipos comerciales en aislados
de campo.

Pais gl e Cepas  Actividad
L Aislamiento : -
Lujan de Cuyo L-952; L-957; L- )
T ’ 958; L-959; L-960; Industrial
L-961; L-962
Kgenting L-953; L-954; L-
Region del Este 220 L1506, L0175, )
P — ’ L-979; L-980; L- Industrial
981; L-982; 1.-983;
L-984; L-985

Las cecpas provenientes de Argentina fueron proporcionadas por el Instituto de
Tecnologia Agropecuaria, INTA, de Mendoza.
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4.2 Citometria de Flujo

Las células fueron tratadas con un protocolo modificado a partir de Paulovich y Hartwell
(1995). Brevemente, las células fueron crecidas durante 12 h. a 28 °C. Se tomaron
aproximadamente 5 x 10° células, las cuales fueron lavadas con 500 uL de Citrato de
Sodio 50 mM pH 7,5 y luego incubadas durante 1 h. a 37 °C en la misma solucién mas
10 pg de Zymoliasa (Seikagaku Corporation, Tokio, Japan). Las células fueron fijadas
en etanol frio al 70% durante toda la noche. Posteriormente, las células fueron lavadas
en Citrato de Sodio (50 mM, pH 7,5), incubadas durante 90 min. a 55 °C en la misma
solucién mas 100 pg de RNAsa. Posteriormente, 100 pg de Proteinasa K fue agregada y
las células fueron incubadas durante otros 90 min. a 55 °C. Para tefiir las células, se
agregaron 50 pg de Yoduro de Propidio y las células se dejaron a 4 °C durante toda la
noche. El contenido de DNA de las levaduras fue determinado usando un BD FACScan
analyzer (BD Bioscience). El nivel de ploidia fue calculado en base a la intensidad de
fluorescencia comparada con cepas de referencia haploides (BY4706 y BY4726) y

diploides (TSY481 y TSY800).
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4.3 Cariotipo electroforético

Las muestras de cromosomas de levaduras fueron preparados siguiendo el protocolo de
Schwartz y Cantor (1984) con la adicion de tres lavados con TE pH 8.0 a 50 °C por 30
min., seguido por tres lavados con solucion TE pH 8.0 a temperatura ambiente por 30
min. al final del proceso. Los cromosomas purificados contenidos en bloques de agarosa
fueron luego almacenados a 4 °C en 0,005 M EDTA, pH 8,0 hasta su uso. Los
cromosomas de levaduras fueron separados mediante campo pulsado usando un equipo
CHEF-DRI//I (Bio-Rad, San José, CA, USA). Los geles fueron preparados al 1% agarosa
(Bio-Rad, San José, CA, USA) en 0,5 X TBE (4,45 mM Tris-Borato, 4.45 mM Acido
Boérico, ImM EDTA pH 8,0). La electroforesis fue desarrollada con el siguiente
programa: Sub-programa inicial con pulso-tiempo 60 seg por 12 h. y bloque final de
pulso-tiempo 120 seg por 12 h. Cada sub-programa fue corrido a 14 °C, 6 V/cm y en un

angulo de 120°. La cepa S288c fue utilizada como control de tamafio cromosomal.

4.4 Marcadores de Microsatélites

Se utilizaron 7 marcadores moleculares previamente descritos, YML091C, YPLO0O9C,
YDR10W, YBR058C, YLRO13W, YGL184C, YKR014C (Tabla 2). La reacciones de
PCR se realizaron en un termociclador PTC-100 Mj Research (GMI Inc, Minnesota,
USA) y las condiciones utilizadas fueron descritas por Pérez y col, 2001, a excepcion de
la cantidad de DNA templado utilizado en la reaccion (50 ng por reaccién). Brevemente,

los ciclos de amplificacién fueron de 94°C por 4 min., 30 ciclos de 94°C por 30 seg.,

24



56°C por 30 seg., 72°C por 2 min., finalizando con 72°C por 10 min. Los productos de
amplificacion fueron inicialmente observados en geles de agarosa al 2% y el resto de la
reaccion fue posteriormente separada en geles de poliacrilamida al 6%
(Acrilamida:Bisacrilamida 40%, Urea 7,5 M), utilizando una cdmara secuenciadora
KODAK BioMax STS 451 (KODAK, New York, USA). La visualizacion de las bandas
se realizd mediante tincion de plata seglin el protocolo descrito (Bassam y col, 1991;

Cubillos, 2007).
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Tabla 2. Secuencia de los partidores, tipo de repetido y su ubicacion en el genoma
de 8. cerevisiae.

-Ma_i'cadbr:f.

Secuencia* Repetido Cromosoma
F: GTGTCTAAGCCTCTTCAAGCATGAC

YMLO9IC & GTGTCTGGACAATTTTGCCACCTTA (AAT);;s XIII
F: GTGTCTGGGTTTTGGATTTTTATGGA

YPLOO9C  R: GTGTCTTTCAATTTTCCTCTTTTACCAC (GAA)ys XVI
F: GTGTCTGAGGAGGGAAATGGACAG

YDRI60W R: GTGTCTGCTTCTTTGGCTTGCCTA (AAT)s v
F- GTGTCTGGTTATATTTATTTCTATACAAGATGC

YBRO58C R: GTGTCTAGATCAAGTACCAAGCCAGC (AC)i5(AT)y 1
F: AATCATCACTGGAAATGTAAGA

YLRO13W R: GTGTCTTAAAATGATAGAAGCAACAGTC (AT)ie XII
F: GTGTCTCTCATCGCATCTCAAAAGTG

YGL184C R: GTGTCTTACCACAACTGTATCTAATCTCT (A1 VII
F: AACTGCTACTTTCCGATAATAA

YKRO14C R: GTGTCTATGGTAAATAGGGTGAACGA (AT)TT(AT), XI

Pérez y col, (2001b), Bradbury y col, (2006)
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4.5 Viabilidad de las Esporas

Las cepas fueron crecidas en medio de esporulaciéon (Agar 2% , Acetato de potasio
(CoH302K) 1% durante 24 h. a 28 °C y luego almacenadas a 4 °C, donde se esper6 que
continuara el proceso de esporulacion. Posteriormente se analizé la presencia de esporas
mediante observacidon al microscopio. Para la diseccion de las ascas, las células
esporuladas fueron tratadas con 10 pug de Zymoliasa en 50 puL de Sorbitol 1M y se
incubaron a 37 °C durante una hora con agitacién a 300 rpm. La solucion fue enfriada en
hielo durante 1 min. y luego diluida 30 veces para asegurar que las células se
encontraran separadas. De esta dilucion, 10 uL fueron depositados en placas Petri con
medio YPD vy las ascas presentes fueron micromanipuladas y sus esporas sembradas

sobre la misma placa Petri e incubadas durante 48 —72 h. a 28 °C.
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4.6 Analisis estadistico

Los Parametros de diversidad genética tales como el nimero promedio de alelos, la
heterocigosidad observada y esperada fue calculada basada en los resultados obtenidos
mediante los microsatélites. La proporcion del niimero promedio de alelos en zonas
industriales y artesanales fue comparada mediante el test no-paramétrico Mann-Whitney
usando MINITAB 14 (Minitab Inc, State College PA, USA). Heterocigosidad observada
en amabas zonas fue comparada utilizando una ANOVA de dos vias, en los cuales
regiones con distintas précticas enologicas fueron separadas en dos grupos. Con el
objetivo de determinar el sistema de reproduccion en las poblaciones estudiadas,
desviaciones del model Hardy-Weinberg fueron estimadas mediante Fij
Adicionalmente, desequilibrio gamético fue determinado utilizando el software
GENETIX v.4.05.

Paramtro F; fue estimado segun Weir & Cockerman (1984) utilizando GENETIX v4.05,
asi como también Mantel test (Mantel, 1967) para determinar la relacion entre la

distancia genética y la geografica ( F/(1-Fy)).
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5.- RESULTADOS
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5.1 Ploidia de las cepas vinicas

Con el objeto de evitar incluir en el andlisis cepas con distinto numero de alelos por
locus que alteraran los resultados estadisticos, inicialmente caracterizamos 98 aislados
para el contenido de DNA mediante citometria de flujo (Tabla 1a). Las cepas haploides
control utilizadas (BY4706 y BY4726) presentaron un valor promedio de fluorescencia
de 19,5 mientras que los controles diploides (TSY481 y TSY800) mostraron un valor
promedio de 39,6. Los resultados obtenidos fueron relativizados con respecto a estos
controles, asignando un valor de fluorescencia relativa 0,5 para células haploides y 1,0
para diploides (Figura 1).

Del total analizado, un 96% de las cepas arrojaron un contenido de DNA cercano al
obtenido para los controles diploides, lo que sugiere que la mayoria de las cepas
analizadas serian diploides a excepcion de la cepa L-1, la cual pertenece a la poblacion
de Cauquenes y que arrojo un valor de fluorescencia relativa de 0,58, el cual es similar
al obtenido por las cepas haploides. Del total de cepas con un valor de fluorescencia
relativa cercano al diploide, un 67% presentaron valores de fluorescencia relativa de 0,9
a 1,1 y sélo un 33% presentd valores entre 0,8 a 0.9 y 1,1 a 1.2 lo que nos permite
suponer la presencia de aneuploidias o aberraciones cromosémicas que implican un
exceso o deficiencia en contenido de DNA en estas cepas con respecto a las cepas
control (Figura 1).

Por otra parte, tres cepas presentaron valores de contenido de DNA concordante con
triploidias o tetraploidias al superar una fluorescencia relativa de 1,8. La cepa L-475,

perteneciente a la poblacion de Sauzal, presentd un contenido relativo de 1,81 y las
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Figura 1.- Frecuencia relativa de contenido de DNA para las cepas vinicas de S.
cerevisiae. El contenido de DNA fue obtenido mediante citometria de flujo. Los valores
de fluorescencia relativa para los controles haploides fueron de 0,5 y para los diploides
1,0. Poblaciones en andlisis: :  Cauquenes, *' Maquehua, - Checura, — Sauzal y
Valle de Ica
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cepas L-304 y L-319, provenientes de la poblacion de Checura, obtuvieron un valor de
fluorescencia relativa de 2,2, el cual es doblemente superior al obtenido para el control
diploide, lo que sugiere tetraploidia en estas cepas.

El grupo de cepas que present6 desviaciones significativas con respecto a los valores de
fluorescencia relativa de los controles diploides, fueron ademas caracterizadas mediante
cariotipo electroforético y se determind la viabilidad de sus esporas. El analisis mediante
cariotipo electroforético mostré en ellas un alto polimorfismo cromosémico (Figura 2).
La cepa L-1 present6 un perfil cromosomico similar a la cepa S288c, sin embargo carece
de una banda de 675 kb correspondiente al cromosoma XI. A su vez, la cepa L-1
presenta bandas de menor tamafio en el rango de los 450-250 kb con respecto a la cepa
control. Por el contrario las cepas que poseen un mayor contenido de DNA con respecto
a los controles diploides presentaron diferencias en su cariotipo electroforético con
respecto a la cepa control. Asi, por ejemplo, la cepa L-475 posee una banda de 1200 kb
que no posee la cepa S288c. Similarmente, la cepa L-304 presenta una banda de 500 kb
ausente en la cepa control. Finalmente, fue posible detectar en la cepa L-319 un mayor
tamafio de los cromosomas Iy VI con respecto a la cepa S288c, todo lo cual sugiere un
perfil cromosdémico mas complejo en estas cepas (Figura 2).

Con el objeto de evaluar posibles consecuencias fisiolégicas de los polimorfismos
cromosomicos detectados, nosotros realizamos un analisis de la capacidad de
esporulacién de las cepas bajo estudio. Para la cepa L-1 no se observé el desarrollo de
ascas que indicaran la presencia de eventos meidticos y, por lo tanto, esta cepa no
tendria la capacidad para esporular bajo las condiciones ensayadas lo cual podria ser

consecuencia de una condicion haploide. Sin embargo, andlisis de apareamiento con
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cepas haploides heterotalicas a 0 «, no permitieron obtener individuos diploides, por lo
que el caracter haploide de esta cepa debe ser confirmado mediante métodos alternativos
(Medina, 2007). Por el contrario, para las cepas [-304, 1-319 y L-475 lograron
esporular, obteniendo una viabilidad de esporas por sobre el 70%, lo que sugiere que
estas cepas serian tetraploides y no presentarian aneuploidias severas que impidan una

normal segregacion cromosémica y formacion de esporas viables.
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XVI

Figura 2.- Cariotipo electroforético de cepas no-diploides. El andlisis de cromosomas
se realiz6 mediante electroforesis de campo pulsado en cepas no-diploides previamente
analizadas mediante citometria de flujo. A la derecha se identifican los cromosomas
correspondientes a la cepa S288c utilizada como control. Las flechas destacan los
polimorfismos detectados y comentados en el texto. Carriles 1 a 5, cepas, L-1, L-304. L-
319, L-475 y S288c, respectivamente
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5.2 Descripcién de los marcadores

En base al analisis realizado sobre 117 cepas de diversos origenes geograficos (Tablas
lay 1b) es que determinamos las propiedades de los marcadores utilizados en el estudio.
A partir de los datos obtenidos fue posible identificar 99 alelos en los 7 marcadores, con
un promedio de 14,1 alelos por marcador. Del total de estas cepas, y para no
sobreestimar los pardmetros estadisticos, fueron eliminadas del anélisis todas aquellas
cepas que presentaron genotipos similares y que pudieran corresponder a clones. De
estos, solo fue posible encontrar 4 casos en los cuales ninguno de los marcadores tuvo la
capacidad de discriminar entre los genotipos de las cepas L-7 y L-16; L-13 y L-15,
pertenecientes a la poblacion de Cauquenes, asi como las cepas 1-1198 y L-1199
colectadas en el Valle de Ica y las cepas L-957, L-958, L-959 y L-960 provenientes de
Mendoza. Posteriormente, se estimaron en 111 cepas los parametros del nimero de
genotipos, alelos y PIC (Polymorphic Index Content) (Tabla 3). El marcador YML091C
resulto ser el mas polimoérfico al arrojar un valor de PIC de 0,94 identificando un total de
27 alelos dentro de las poblaciones analizadas. Este valor resulté ser similar al
encontrado por Bradbury y col, (2006) quienes identificaron 26 alelos para este
marcador. Sin embargo, tanto el valor obtenido por ellos como por nosotros resulto ser
considerablemente superior al obtenido por Pérez y col, (2001a) el cual detectd 19 alelos
en 51 cepas analizadas con este mismo marcador.

El siguiente marcador mas diverso, YBRO58C, presenté un PIC de 0,87 y encontramos
en éste un total de 15 alelos, valor levemente superior en comparacion al marcador

YDR160W en el cual se identificaron 14 alelos. A su vez, este ultimo fue capaz de
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detectar un numero inferior de genotipos en relacién al marcador YBRO58C, al
reconocer 24 genotipos en comparacion a los 28 del marcador YBR058C. Ambos
marcadores lograron identificar un ntimero de alelos doblemente menor al detectado por
YMLO91C y que demuestra el alto polimorfismo de éste tiltimo marcador como fue
descrito recientemente (Bradbury y col, 2006; Schuller y col, 2004).

Por el contrario, los marcadores YKR014C ¢ YLRO13W presentaron los valores mds
bajos para todos los parametros evaluados. Para el caso del marcador YKR014C, sélo se
obtuvo un PIC de 0,60 siendo capaz de reconocer 10 diferentes genotipos, lo cual es
directamente consecuencia del bajo nimero de alelos identificados por éste marcador.
Por otra parte, el marcador YLRO13W fue capaz de identificar 7 genotipos mas en
comparacion a YKRO14C y presentd un PIC superior de 0,72. En general, todos los
marcadores resultaron ser altamente polimoérficos al obtener valores de PIC superiores a
0,6.

Con el objeto de estudiar el polimorfismo y la variabilidad en cada uno de los
marcadores, se analizaron las frecuencias alélicas de cada uno de ellos en todas las
subpoblaciones. Las frecuencias observadas sugieren que en la mayoria de las
subpoblaciones existe al menos un par de alelos predominantes representados sobre el
15% (Tabla 4). En este mismo sentido, el marcador YML091C fue el que present6 las
frecuencias alélicas mas bajas encontrando en el alelo “O” la mayor representacion. Este
alelo se encuentra altamente representado en la poblacién del Valle de Ica con respecto
al resto de las subpoblaciones, al presentarse en un 30% de las cepas. Esta baja
representacion de los alelos puede ser consecuencia del alto numero de alelos que es

capaz de detectar este marcador, asi como también una alta dispersion de los datos.
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Tabla 3.- Numero de genotipos, alelos y coeficiente de informacién de polimorfismo

(PIC) obtenidos para los marcadores de microsatélites.

Vil B o Alelos |
YMLO091C 56 27 0,94
YPL009C 23 13 0,79
YDR160W 24 14 0,86
YBROS58C 28 15 0,87
YLRO13W 17 10 0,72
YGL184C 25 14 0,82
YKR014C 10 6 0,60

Se analizaron 111 cepas provenientes de 6 subpoblaciones y se estimaron los parametros

antes mencionados mediante GENETIX V 4.05. PIC (Polymporphic Index Content)
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Por otra parte, los marcadores que presentaron bajos valores de PIC, YKR014C e
YLRO13W, exhibieron frecuencias alélicas altas en cada una de las subpoblaciones para
un reducido numero de alelos. Ejemplo de esto es lo observado con el marcador
YKRO14C el cual presentd un alelo en el 54% de las cepas analizadas, teniendo un
maximo en la poblacién de Maquehua en donde ¢l 84% de las cepas contiene este
mismo alelo. Esto explicaria la menor capacidad de resolucién de estos marcadores con

respecto al marcador YMLO91C.
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Tabla 4.- Frecuencias alélicas para los alelos representados sobre 15% en cada una
de las subpoblaciones.

YML091C YPLOOSC YOR160W YBRO58C YLRO13W YGL184C YKRD14C
INMCCCSZM  INMCCCSZM  INMCCCSZM  INMCCCSZM INMCCCSZM INMCCCSZM INMCCCSZ M
A 17 23 1517 %
B 2 18 21 15 31747 19 44
c 6565382919 18 28 6472817 1817 3884504155
D 1818 29 2 5050255 17 2
E 16 25 47 15 25 15 282
F 21 16 2 17 41
G2 2019 21
H 17 19 3B 4116 X1 4116 4180 2750
| 245331 1520 16
J 25 19 15
K %
M 24
o2 17 30
P
S 17
X 24

En la tabla se indican las frecuencias alélicas obtenidas mediante microsatélites para
cada uno de los marcadores en las subpoblaciones IN, MQ, CC, SZ y VI las cuales
representan Cauquenes, Maquehua, Checura, Sauzal y Valle de Ica respectivamente. Los
valores son informados en porcentaje. Las letras A-X indican el alelo en el marcador

respectivo.
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5.3 Diversidad de las poblaciones

A partir del andlisis de las practicas enologicas realizadas en las cercanias de los vifiedos
de donde fueron colectadas las levaduras, asi como la morfologia geografica de la zona
en relacion a las bodegas cercanas y el registro histdrico del uso de levadura comercial
en estas bodegas, los lugares de colecta fueron clasificados como areas artesanales o
industriales (Vasquez, 2006). De esta forma, las zonas de Cauquenes y Maquehua, se
clasificaron como industriales, mientras que las zonas de Checura, Sauzal y Valle de Ica
como artesanales.

La zona de Cauquenes fue considerada como un area con una alta actividad industrial y
en ésta fue posible encontrar un total de 11 individuos completamente homocigotos, de
un total de 17 analizados. Contrario a esto, solo se logré encontrar 1 solo individuo
completamente heterocigoto para los 7 marcadores utilizados. El resto de las
poblaciones presenté un menor numero de individuos completamente homocigotos,
siendo el caso contrario al antes expuesto, el Valle del Ica, en donde el nimero de
individuos completamente homocigotos fue de 4, mientras que el nimero de cepas
completamente heterocigotas registrado fue de 3 (Tabla 5). Es interesante el caso de las
subpoblaciones de Maquehua y Checura, las cuales pertenecen a las zonas con practicas
enologicas distintas, pero comparten gran parte de los pardmetros calculados obteniendo
valores similares de heterocigosidad y un numero equivalente de individuos
homocigotos en la poblacion.

Los andlisis de la diversidad genética realizados mediante microsatélites, muestra

valores de heterocigosidad observada (Ho) menores para las subpoblaciones de las
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Tabla 5.- Numero de cepas homocigotas y heterocigotas para cada subpoblacion en

estudio.
S e Promedio de
 Poblacién Cepas Homocigotas  Cepas Heterocigotas  Loci

. - Heterocigotos
Cauquenes 11 1 1,3
Maquehua 7 0 15
Checura 7 0 1,6
Sauzal 2 0 2.9
Valle de Ica 5 3 3.3
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levaduras colectadas en las zonas clasificadas como industriales con respecto a aquellas
levaduras colectadas en las zonas clasificadas como artesanales (Tabla 6). La diferencia
mas significativa se registra para las subpoblaciones Cauquenes y Valle de Ica, las
cuales presentan una diferencia en sus valores de diversidad de 0,28 siendo ambas
colectadas en zonas con practicas agricolas disimiles. La alta diversidad observada en
Valle de Ica, puede deberse al mayor nimero de individuos completamente
heterocigotos observados, caso que no es posible de apreciar en las otras poblaciones (a
excepcion de Cauquenes en donde existe un heterocigoto). A su vez, en esta poblacion
s¢ observa un mayor nimero de individuos con una cierta proporcion de loci
heterocigotos en comparacion al resto de las subpoblaciones (Tabla 5), lo que también se
ve reflejado en una mayor diversidad, en donde se observa que a mayor niimero de loci
heterocigotos, mayor es la heterocigosidad reflejada para la subpoblacién.

Al realizar un analisis ANOVA de las dos subpoblaciones de levaduras colectadas de las
areas industriales se observo, en promedio, un Ho de 0,21 + 0,03, el cual es un valor de
heterocigosidad inferior al obtenido para las subpoblaciones de levaduras artesanales
(0,34 + 0,11) y esta diferencia resultd ser estadisticamente significativa (p-value 0,025).
Los diferentes valores de diversidad genética entre las poblaciones colectadas de areas
industriales y artesanales evaluadas a nivel de heterocigosidad, sugeririan que en zonas
donde existen practicas enologicas de tipo industrial para la produccion de vino la

diversidad genética de las poblaciones de levaduras es menor.
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Tabla 6.- Valores de Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad esperada
bajo (He) y Fis (Deficit de Heterocigosis )para cada una de las subpoblaciones bajo

estudio.

He

© Poblacion Némero de genotipos ~ Ho
Cauquenes 17 0.19 0.71 0.75..” |
Maquehua 19 0.23 0.63 0.64
Chequra 18 0.23 0.76 0.70
Sauzal 19 0.32 0.76 0.59
Valle del Ica 19 0.47 0.75 0.40
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5.4 Presencia de cepas comerciales en aislados de campo

Con el objeto de identificar las cepas comerciales presentes dentro de las cepas
colectadas y de esta forma encontrar evidencia acerca de la implantacion de estas cepas
comerciales en las distintas regiones geograficas a las de su origen, es que se analizaron
las identidades de los genotipos pertenecientes a las poblaciones de Cauquenes y
Magquehua con respecto a las cepas comerciales. En ninguno de los dos casos fue posible
encontrar genotipos que coincidieran con los de las cepas comerciales. Frente a esto se
procedié a seleccionar aislados provenientes de Mendoza para el analisis. La zona de
Mendoza presenta una alta actividad industrial y existian antecedentes dentro de nuestro
grupo de trabajo que dan cuenta de la posible presencia de las cepas comerciales en esta
zona. Para esto, se seleccionaron 19 cepas, provenientes de las provincias Lujan de Cuyo
y Region del Este, Mendoza, en donde se encuentran las instalaciones del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Mendoza.

Al realizar el analisis con los 7 marcadores, logramos encontrar 4 cepas que presentaron
un genotipo idéntico a la cepa comercial EC1118 previamente caracterizada (Cubillos,
2007). Estas 4 cepas presentaron un patrén de bandas andlogo, siendo caracteristico en el
aislado comercial su alto grado de heterocigosis, que también fue observado en el patron
de las cepas mendocinas (Figura 3). Estos resultados dan cuenta de la presencia de cepas
comerciales en las cercanias a las bodegas donde son ampliamente utilizadas al ser

inoculadas sobre los mostos de uva.

44



YHKRO14C

i

Figura 3.- Perfil de amplificacién de microsatélites para la cepa comercial L-1321
(EC 1118) y cepas idénticas colectadas en Mendoza.De izquierda a derecha en parte
superior marcadores YML091C, YPL009, YDR160W y YBRO58C, inferior YLRO13W,
YGL184C e YKR014C. En todos los geles de izquierda a derecha cepa: L-957, L-958,
L-959, L-960 y L-1321 (EC1118) respectivamente.
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5.5 Subestructura de las poblaciones

Con el fin de determinar la estructuracion de las subpoblaciones estudiadas y estimar la
correlacion entre la distancia genética y geogréafica, evaluamos los valores del pardametro
Fy (diferenciacion genética)para las 5 subpoblaciones indicadas en la Tabla 1a. El grado
de diferenciacion génica observado entre estas poblaciones resulté ser moderado al
obtener valores para Fy; que fluctuaron entre 0,06 a 0,14 (Wright, 1978). El tnico caso
observado en que las poblaciones presentaron un bajo valor de Fy, fue para Cauquenes y
Sauzal, las cuales se encuentran separadas por una distancia de 10 km y arrojaron un
valor de Fy; de 0,037, lo que implicaria una pequefia diferenciacién génica y, por lo
tanto, una alta similitud en las frecuencias alélicas de las poblaciones de levaduras de
estas localidades (Tabla 7). Por ofra parte, las poblaciones que presentaron el mayor
valor de F fueron Maquehua y Valle de Ica, al obtener un valor de 0,14, sin embargo,
estas no son las 2 poblaciones més distantes geograficamente. En este mismo sentido, no
fue posible observar una correlacion entre la distancia geografica de las zonas de colecta
y la distancia génica de las poblaciones, a excepcién del caso inicialmente descrito. La
poblacioén de Sauzal, que se encuentra a una distancia geografica similar de Checura y
Maquehua, presenta una mayor similitud génica con la primera (Fy = 0,059) en
comparacion a Maquehua (i = 0,1). De la misma forma, Valle de Ica, presenta una
mayor similitud génica con Checura (¥ = 0,1) que ésta ultima con Maquehua (Fy =
0,11). La evidencia mas clara la presenta en todo su contexto Valle de Ica, que pese a la

gran distancia geografica con el resto de las subpoblaciones analizadas, no presenta los
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Tabla 7.- Valores de F; versus distancia geografica para las subpoblaciones en

estudio.
___C_guquepe_s _ Maquehua  Sauzal e .Valle de Ica
Cauquenes O 0.062 0.037 0.096
.Maquelﬁua. 1 0 0.1 0.141
© Chequra 99 181 0.059 0.1
Sauzal 10 101.8 0 0.075
Valledelea | 3610 3500 3600 0

p-value < 0,001 para todos los valores de Fy

El estadistico Fy fue estimado para las subpoblaciones de Cauquenes, Maquehua,
Checura, Sauzal y Valle de Ica. En la matriz superior se detallan los valores de Fy el
cual fue determinado segin Weir y Cockerham (1984), en la matriz inferior las

distancias geograficas en Km.
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valores mayores de Fy. Esto ultimo demuestra la inconsistencia de la relacion distancia
geografica con respecto a la distancia génica.

Por otra parte, los valores obtenidos de Fy demuestran la sub-estructuracidén de las
poblaciones analizadas al ser estadisticamente significativas las diferencias observadas
y, por lo tanto, el movimiento de las levaduras vinicas se encontraria acotado a cortas

distancias geograficas.
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5.6 Mecanismos de Reproduccion

Con el objeto de determinar los tipos de reproduccion asociados a cada subpoblacion
nosotros evaluamos el pardmetro Fis el cual considera la heterocigosidad tanto observada
(Ho) como esperada (He) dentro de la subpoblacion. En general, para la mayoria de las
subpoblaciones, el valor de Ho fue considerablemente menor al esperado bajo equilibrio
de Hardy-Weinberg, obteniendo valores 3 veces por debajo de lo esperado y, por lo
tanto, es evidencia de un exceso de homocigotos (Tabla 6). Ademas, fue posible
observar que todas las poblaciones, a excepcion de Valle de Ica, presentaron valores
elevados de Fis los cuales oscilaron entre 0,75 y 0,59. Estos valores detectados en las 4
poblaciones sugieren que la autofecundacion estaria siendo utilizado como mecanismos
de reproduccion en levaduras vinicas. Esto fue posteriormente comprobado al realizar un
analisis de desequilibrio gamético en donde encontramos una alta tasa de recombinacion
con un numero significativo de los marcadores que evidenciaban procesos de
recombinacion (Tabla 8). La presencia de equilibrio gamético avala la hipétesis de que
ciclos de autofecundacion junto con clonalidad, serian los principales mecanismos de
reproduccion en este organismo,. Por otra parte, la poblacion del Valle de Ica presento
un valor de Fis menor en comparacién al resto de las poblaciones (Fis = 0,4). El valor
positivo de este resultado ratifica la existencia de un exceso de homocigotos y, por
consecuencia, una reproduccion autofecundativa. Sin embargo, en base al alto
desequilibrio gamético detectado en esta poblacién, la clonalidad seria su principal
mecanismo reproductivo y la aufecundacién tendria una nulo o menor impacto que en

las otras poblaciones estudiadas (Tabla 8).
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Tabla 8.- Porcentaje de resultados significativos para

los valores de desequilibro

_gamético.
Porcentaje resultados Porcentaje resultados
Poblacién ~ significativos (Sin significativos (Con
. Bonferroni) Bonferroni) -
Cauquenes 23,8 19
Magquehua 4,76 4,76
Checura 19,04 9,52
Sauzal 4,76 4,76
Valle de Ica 57.1 40

Utilizando la correccion de Bonferroni, se determiné
estadisticamente significativos para el test de desequilibrio gamético ente los marcadores

de microsatélites.

el porcentaje de resultados
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5.7 Viabilidad de las esporas

Para estimar si las diferencias en los valores de Fis obtenidos en el punto anterior para
cada una de las subpoblaciones eran producto de los factores ambientales o de
diferencias a nivel genético que permitieran la utilizacién de un determinado mecanismo
de reproduccioén, es que estimamos la frecuencia de esporulacién y la viabilidad de las
esporas en las poblaciones de Cauquenes y Valle de Ica. Estas poblaciones fueron
elegidas debido a que presentaron los valores extremos para el estadistico Fis calculado
y, por lo tanto, presentarian distintos mecanismos de reproduccion.

Al analizar la frecuencia de esporulacién para la poblacién de Cauquenes, logramos
observar que en un 76,4% de las cepas existia una alta frecuencia de esporulacion (Tabla
9), mientras que en el caso de Valle de Ica, un 66% de las cepas present6 una alta
frecuencia de esporulacion. En la poblacion de Cauquenes solo logramos encontrar que,
ademas de la cepa L-1, la cepa L-18 no presenté la capacidad de esporulacion. Cabe
destacar que esta cepa presentd dos alelos para todos los marcadores analizados y fue
considerada completamente heterocigota. Por otra parte, en el Valle de Ica, logramos
encontrar dos cepas, L-1193 y L-1200, que fueron incapaces de esporular, sin embargo,
estas presentaron un menor de grado de heterocigosis en comparacion a la cepa L-18,
obteniendo la cepa L-1193 cinco loci heterocigotos, mientras que la cepa L-1200 s6lo
dos.

Con aquellas cepas que fueron capaces de esporular, procedimos a determinar la
viabilidad de sus esporas. En el caso de la subpoblacién Cauquenes, la viabilidad

promedio fue de 80%, la cual es considerablemente alta debido posiblemente al
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importante grado de homocigosis presentado en estas cepas, lo que avala la
autofecundacion como un mecanismos importante en esta subpoblacion. Contrario a
esto, la subpoblacion de Valle de Ica presenté un mayor grado de heterocigosis en
relacion a Cauquenes, lo cual se vio reflejado a su vez, en un menor porcentaje de
viabilidad de las esporas (63%).

Al estudiar la relacion grado de heterocigosis versus inviabilidad de las esporas,
observamos una correlacion directa entre ambos parametros (Figura 4). Es asi como
hasta un niumero de 4 loci heterocigotos, se observa una alta viabilidad de las esporas,
sin embargo sobre este nimero de loci heterocigotos, la viabilidad disminuye
considerablemente alcanzando valores cercanos al 10%. En base a esta alta correlacion
entre el numero de loci heterocigotos y la inviabilidad de las esporas, es posible sugerir
que en cepas con un alto grado de heterocigosis existiria una reproduccion predominante
del tipo clonal. Estas cepas estarian obligadas a usar este mecanismo debido al alto
grado grado de divergencia entre sus cromosomas homologos, lo que les impediria llevar
a cabo una meiosis exitosa a diferencia de aquellas cepas con bajo grado de
heterocigosis, las cuales realizarian meiosis y utilizarian la autofecundacién como su
principal mecanismo de reproduccién. Por consecuencia, la subpoblacion de Cauquenes,
al tener un alto niumero de individuos homocigotos, utilizaria la autofecundacion con una
mayor frecuencia que las levaduras de Valle de Ica, las cuales presentan el mayor grado

de heterocigosis dentro de la muestra.
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Tabla 9.- Frecuencias de esporulacién y porcentaje de viabilidad de las esporas en
poblaciones de Cauquenes y Valle de Ica.

Cepa Frecuencia de Esporulacion L.H. Viabilidad dié-é'stras (%)

Cauqguenes
L-1 Nula 0 0
L-2 Alta 0 100
L-3 Alta 0 96
L-4 Baja 0 90
L-5 Alta 0 92
L-9 Alta 0 42
L-10 Baja 6 71
L-11 Alta 2 100
L-12 Alta 0 96
L-14 Alta 0 85
L-15 Alta 0 37
L-16 Alta 0 85
L-17 Baja 0 96
L-18 Nula 7 0
L-19 Alta 0 80
L-20 Alta 2 72
L-21 Alta 3 85
L-22 Alta 3 57
Peru
L-1188 Alta 0 83
L-1189 Alta 6 25
L-1190 Alta 7 33
L-1191 Alta 0 96
L-1192 Alta 1 100
L-1193 Nula 5 0
L-1194 Alta 0 96
L-1195 Alta 0 93
L-1196 Alta 3 75
L-1197 Alta 4 83
L-1198 Baja 7 12
L-1200 Nula 2 0
L-1201 Alta 7 11
L-1202 Baja 6 28
L-1203 Alta 0 70
L-1205 Baja 5 17
L-1206 Baja 2 92
L-1207 Alta 4 100

La presencia de las esporas fue estimada mediante microscopia y las frecuencias de
esporulacion expresadas como: Frecuencia Alta (++), Frecuencia Baja (+), Ausencia (-).
L.H. hace referencia al nimero de loci heterocigotos encontrados mediante SSR.
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Figura 4.- Relacién entre la viabilidad de las esporas y el niumero de
heterocigotos para cepas de Cauquenes y Valle de Ica.
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6.- DISCUSION
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6.1 Ploidia de las cepas vinicas Saccharomyces cerevisiae

Los primeros estudios tendientes a estimar el nivel de ploidia en las levaduras vinicas S.
cerevisiae sugieren un contenido de DNA del tipo diploide dado el caracter homotalico
de estas levaduras (Romano y col, 1988). Las células homotalicas presentan una fase
haploide inestable, ya que la célula madre al yemar tiene la capacidad de cambiar su tipo
de apareamiento y, por lo tanto, aparearse con células hijas formando un organismo
diploide. En base a estos antecedentes, Mortimer y col, (1994) realizaron una
caracterizacion fenotipica de varios aislados confirmando el supuesto caracter diploide
de las levaduras vinicas y la homocigosis para el gen HO, el cual confiere el caracter
homotalico. Nosotros estimamos el contenido de DNA mediante citometria de flujo y
determinamos que un 96% de las cepas silvestres analizadas presentan valores de
contenido de DNA cercanos al obtenido por el control diploide, lo que confirma el
supuesto planteado por Mortimer y col, (1994) (Figura 1).

En este mismo sentido Bradbury y col, (2006) al analizar 45 cepas de levaduras vinicas
del tipo comercial, encontraron que el 88% de ellas presentaban valores de contenido de
DNA cercanos al de cepas diploides, sin embargo, estudios en las cepas nativas no
vinicas de S. cerevisiae obtenidas en Israel, mostraron que la mayoria serian poliploides
(Ezov y col, 2006). Nosotros creemos que las levaduras vinicas serian del tipo diploides
debido a las condiciones adversas del mosto que, por un lado, favorecen la presencia de
mas de una copia cromosdmica pero al mismo tiempo un exceso de DNA afectaria
negativamente la alta tasa de reproduccién necesaria para dominar otras especies que

crecen y compiten con las levaduras vinicas en este sustrato. Por otra parte, de las cepas
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diploides detectadas, un 33% present6 valores de contenido de DNA alejados al control
diploide. Esta diferencia puede ser resultado de la presencia de ancuploidias por un
exceso o déficit en el numero de cromosomas, los cuales alterarian el nivel diploide del
contenido de DNA. Andlisis mediante electroforesis de campo pulsado (PFGE) en cepas
vinicas sugieren que la presencia de aneuploidias es un fendmeno recurrente y que
existirian cromosomas que se encontrarian en un mayor numero de copias al esperado
(Guijo y col, 1997).

De las cepas que presentaron un contenido de DNA muy diferente al control diploide, la
cepa L-1, colectada en Cauquenes, posee un contenido relativo de DNA cercano al
haploide lo que sugiere en esta cepa un ciclo de vida heterotdlico. Sin embargo, L-1
presenta una nula capacidad de apareareamiento con cepas tanto a como o, indicando
una diploidia en el cromosoma III de caracter heterocigoto para el locus MAT o la
presencia de alguna mutacion en un gen esencial para el cruzamiento con cepas que
poseen un tipo de apareamiento contrario. Al analizar su patron de -cariotipo
electroforético, notamos una alta similitud con el de la cepa control haploide S288c. Sin
embargo, la cepa L-1 carece de la banda cercana a los 675 kb y presenta un menor
tamafio en los cromosomas bajo los 450 kb, lo que sugiere ademds importantes
aberraciones cromosomicas en esta cepa. De las misma forma, al realizar analisis
mediante microsatélites observamos una sola banda para todos los amplificados
obtenidos, lo que sumado a su incapacidad para generar ascas en medio de esporulacion,
apoyaria el caricter cercano al haploide de la cepa L-1. Otros estudios también han

identificado cepas haploides en colectas de levaduras vinicas. Asi, por ejemplo,
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Bradbury y col, (2006) lograron identificar 3 cepas que presentaron un valor de
contenido de DNA cercano al haploide de un total de 45 analizadas, .

Los otros casos detectados en nuestro estudio de cepas con contenido de DNA diferente
al diploide corresponderian a cepas triploides o tetraploides debido a sus altos valores en
contenido de DNA. La cepa L-475, perteneciente a Sauzal, presenta un contenido
relativo de DNA de 1,8, el cual seria cercano al tetraploide. El alto porcentaje de
esporulacion observado en estas cepas y la alta viabilidad de sus esporas, sugieren una
alta estabilidad en el namero de copias por cromosoma, descartando la presencia de
aneuploidias severas que elevaran su contenido de DNA. En otro estudio similar, se
observaron 5 cepas con un contenido de DNA mayor al diploide, sin embargo en este

caso, las cepas fueron clasificadas como ancuploides (Bradbury y col, 2006).

6.2 Descripcion de Marcadores

Los marcadores utilizados en este trabajo fueron seleccionados en base a los estudios
previos en los cuales ya habian sido descritos y caracterizados por otros autores (Pérez y
col, 2001b; Schuller y col; 2004, Bradbury y col, 2006). En este trabajo se considerd que
los marcadores pertenecieran a cromosomas distintos, que fueran altamente polimdrficos
y a su vez, capaces de reconocer un alto numero de alelos (superior a 6) considerando
que el tamafio del amplificado se encontrara en el rango de 100 a 450 pb.

En este estudio logramos identificar un promedio de 14,1 alelos por marcador,
obteniendo un total de 99 alelos entre los 7 marcadores. El marcador mas polimorfico

identificado, YMLO091C, registra un total de 27 alelos dentro de las 6 poblaciones
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analizadas, valor similar al encontrado por Bradbury y col, 2006. Este marcador fue
inicialmente descrito por Pérez y col, 2001b, los cuales describieron 19 alelos con la
capacidad de discriminar 27 genotipos de un total de 51. En nuestro estudio, este
marcador fue considerablemente superior al resto, al ser capaz de identificar un mayor
nimero de genotipos y alelos, ademas de presentar un alto valor de PIC (Tabla 3).

Caso contrario fue el observado para el marcador YKR014C, el cual presenta el menor
polimorfismo dentro de todos los marcadores analizados. Este mismo marcador fue
descrito por Bradbury y col, (2006) sin embargo ellos lograron identificar 12 alelos
obteniendo, por lo tanto, un alto un grado de discriminacién.

El marcador YGL184C fue inicialmente descrito por Bradbury y col, 2006. En dicho
estudio los autores describen un total de 13 alelos, los cuales les permiten discriminar 20
genotipos sobre 45 cepas analizadas. En nuestro estudio logramos identificar un total de
14 alelos para este marcador, sin embargo, solo 25 genotipos sobre 111 analizados. El
bajo niimero de genotipos registrados seria consecuencia de la alta frecuencia observada
en el alelo H (Tabla 4) y una baja frecuencia de un nimero considerable de alelos que se
encontrarian en unos pocos individuos.

Al comparar la técnica de SSR con la de mtDNA RFLP, Schuller y col, 2004,
demostraron que ambas presentan una capacidad similar en la identificacion de
genotipos. Del andlisis realizado en nuestro estudio, detectamos sélo 3 casos en los
cuales la técnica de SSR no fue capaz de discriminar entre pares de genotipos.
Coincidentemente la técnica de mtDNA RFLP tampoco fue capaz de resolver entre estos
y su identificacién como genotipos tnicos fue previamente realizada mediante otras

metodologias como cariotipo electroforético y RAPD (Gac, 2002). Sin embargo, la
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técnica de SSR es actualmente considerada como una de las mas polimoérficas, capaz de
entregar una alta cantidad de informacion y asi permitir desarrollar estudio a nivel
genético-poblacionales. (Pérez y col, 2001a; Bradbury y col, 2006; Schuller y Casal,
2007). Otro de los casos en nuestro estudio donde fue posible encontrar genotipos
similares, fue con las cepas mendocinas, sin embargo, estas cepas presentaron
considerables similitudes con los genotipos comerciales y no con respecto a las cepas

nativas (Ver mas adelante).

6.3 Diversidad de las poblaciones

Escasos son los antecedentes acerca de la biodiversidad natural de la levadura vinica S.
cerevisiae. Los resultados obtenidos mediante PFGE sugieren una alta biodiversidad de
esta levadura en el ambiente, la cual seria dependiente de las condiciones climaticas y
factores asociados a las vifias, tales como la edad y el tamafio de estas pero no al uso de
cepas comerciales en las bodegas cercanas a las vifiedos (Valero y col, 2007). Sin
embargo, es posible suponer que las practicas enologicas propias de la actividad
industrial, tales como la utilizacion de fungicidas, microbicidas y uso de cepas
comerciales podrian traer consecuencias importantes sobre la diversidad de la biota
levaduriforme presente en estas zonas geograficas.

En base a esto nosotros clasificamos las 4reas de colecta de las levaduras analizadas en
este estudio en industriales y artesanales, dependiendo del tipo de préctica enolégica que
es utilizada en ellas. Asi, en nuestro estudio, la subpoblacién de Cauquenes, clasificada

como industrial, presenta el menor valor de diversidad registrado, lo cual se correlaciona
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con el alto nimero de las cepas homocigotas encontradas (Tabla 5). Ademds, la
subpoblacién de Maquehua, clasificada como industrial, presenta valores similares a
Checura en la mayoria de los parametros evaluados, sin embargo, esto no reduce el
efecto que tendrian las practicas enolégicas por sobre las poblaciones como Cauquenes,
la cual presenta considerables diferencias de diversidad con respecto a las
subpoblaciones clasificadas como artesanales: Sauzal y Valle de Ica (Tabla 6). Esta
tiltima presenta el mayor valor de diversidad registrado, lo que es consecuencia del alto
numero de loci heterocigotos observados. De la misma forma, Sauzal presenta un alto
valor de diversidad en relacion a las poblaciones de Cauquenes y Maquehua.

Por otra parte, mediante un analisis de biodiversidad sobre levaduras del tipo no-
Saccharomyces en monocultivos, Ganga y Martinez, 2004, sugieren una menor
diversidad en zonas con practicas industriales con respecto a artesanales, al observar una
mayor cantidad de genotipos en esta ultima. A traves de SSR, el nivel de la
biodiversidad promedio (Ho) encontrado en poblaciones industriales es un 35% menor
con respecto al detectado en zonas artesanales (Tabla 6). Un andlisis similar mediante
mtDNA RFLP, determiné que en las zonas de Checura y Sauzal, es posible identificar
un 50% de genotipos distintos contrario al 17% encontrado en las poblaciones de
Cauquenes y Maquehua (Vasquez, 2006).

Estos datos sugieren un efecto negativo de las practicas industriales sobre la biota
levaduriforme, al observar una menor diversidad en subpoblaciones donde estas
précticas son utilizadas. En este mismo sentido, y como se indicd anteriormente, Valero
y col, 2007, plantean que las diferencias en los niveles de diversidad entre vifias también

se deberia a la edad y el tamafio de las vifias, encontrando una mayor biodiversidad en
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aquellos vifiedos mas antiguos y de mayor niimero de hectareas. Sin embargo, nuestros
datos indican una mayor diversidad en vifias artesanales, las cuales presentan un menor
tamafio en comparacién a las vifias industriales analizadas y, por lo tanto, creemos que
los factores antes mencionados (fungicidas y cepas comerciales) tendrian un efecto
importante sobre el equilibrio natural de las poblaciones al seleccionar genotipos en base
a sus capacidades para resistir las condiciones impuestas al medio y de esta forma influir

sobre su diversidad.

6.4 Presencia de las Cepas Comerciales en los aislados de campo

Con el objetivo de determinar los efectos de levaduras comerciales sobre la diversidad y
estructura poblacional en levaduras nativas, procedimos a buscar genotipos comerciales
en aislados de campo. En Portugal encontraron cepas comerciales en diversas regiones y
la recuperacién de estas cepas ocurtid en zonas proximas a las bodegas en las cuales
habian sido utilizadas (10-200 m) (Valero y col, 2005). Segun los autores, la
implantacién permanente de estas cepas en campo parece no ocurrir y ellas sufririan
fluctuaciones estacionales de la misma forma que las levaduras nativas.

En Chile, la cepa EC1118 (1.-1321) corresponde a una de las mas utilizadas dentro de la
industria vitivinicola y presenta una alta similitud genotipica con el aislado comercial
chileno de Casablanca, Fermicru LVCB (L-1333). En base a esto, ha sido propuesto que
esta tltima cepa se habria originado a partir de EC1118 debido a su liberacion en

campos chilenos y posteriormente re-aislada y comercializada (Cubillos, 2007).
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El anélisis de las subpoblaciones de Cauquenes y Maquehua no arrojo la presencia de
genotipos idénticos a cepas comerciales y, por lo tanto, elegimos un nuevo grupo de
cepas para realizar el andlisis de comparacion. La zona de Mendoza presenta una alta
actividad del tipo industrial en la produccién de vino y la mayor parte de las cepas de
tipo comercial utilizadas en esas zonas, son usadas también en Chile (Combina, M.
Comunicacion personal).

Dentro del andlisis, encontramos 4 cepas con un genotipo idéntico a la cepa EC1118.
Con el fin de demostrar y confirmar lo observado a nivel gendmico, realizamos un
analisis mediante mtDNA RFLP (datos no mostrados), el cual arrojo un resultado
similar, lo que indica una alta similitud génica entre las cepas de Mendoza y la cepa
comercial EC1118. Datos de nuestro grupo de laboratorio sugieren que estas cepas
presentarian diferencias solo nivel de secuencias sub-teloméricas (Sarmiento, 2007). En
base a estos antecedentes, las cepas encontradas derivarian de la cepa comercial EC1118
y en el ambiente habrian sufrido cambios a nivel de las secuencias sub-teloméricas, pero
no asi en secuencias con una menor tasa de sustitucion como lo son los SSR.

Estos resultados sugeririan la presencia de las cepas comerciales en las zonas cercanas a
las bodegas en donde fueron inoculadas y, por lo tanto, su introduccion podria traer
consecuencias sobre las poblaciones de las levaduras nativas Las cepas comerciales
presentan fenotipos que son altamente deseados por los productores de vino, pues
conceden a éste una serie de propiedades de caracter reproducible y preferido por los
consumidores. La presencia de aislados comerciales en las vifias podria traer como
consecuencia la generacion de hibridos, entre cepas nativas y comerciales, con una

mayor capacidad de adaptacion y, por lo tanto, es necesario determinar los mecanismos
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de reproduccion utilizados por S. cerevisiae en el ambiente con el objetivo de estimar

las consecuencias de su introduccion.

6.5 Subestructura de las poblaciones

El comportamiento de la levadura S. cerevisiae en el ambiente ha sido escasamente
estudiado. Debido a esto, pocos son los antecedentes que se encuentran disponibles
acerca de las diferencias genéticas entre las subpoblaciones y los factores que generarian
sus divergencias (Landry y col, 2006). Mediante la comparacién de secuencias génicas
entre cepas de diversos origenes se dio cuenta de una subdivisién entre poblaciones de
levaduras vinicas y de roble. Los autores sugieren que las causas de esta estructuracion
serian ecolégicas mas que geograficas, debido al fuerte uso de agroquimicos sobre las
levaduras vinicas (Aay col, 2006).

Al realizar la comparacion entre las 5 poblaciones de levaduras vinicas mediante Fj,
nosotros logramos encontrar valores en el rango de 0,04 a 0,14 los que pueden ser
considerados como un grado de diferenciacion moderado segun la clasificacion de
Wright (1978), sugiriendo una sub-estructuracién en estas poblaciones. Las divergencias
a nivel genético detectadas en las subpoblaciones, podrian estar dadas por factores
ecolégicos propios de las zonas en las cuales se encuentran, sumado en el caso de las
poblaciones industriales, a la intervencién humana.

Las poblaciones mas cercanas, Cauquenes y Sauzal que se encuentran a una distancia de
10 km, presentan el menor valor de F, sin embargo, en ¢l resto de los casos analizados

no se observé una correlacion entre la distancia génica y la distancia geografica (Tabla
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7). Esto ya habia sido antes propuesto por Schuller y Casal, 2007, los cuales mediante
SSR encontraron que tal correlacién no existiria. Por el contrario, mediante la utilizacion
de mtDNA RFLP, se observo que cepas espafiolas con origen comun eran capaces de
agruparse dentro de un mismo cluster al realizar un analisis filogenético (Guillamoén y
col, 1996). Posteriormente esto fue comprobado mediante la utilizacién de cariotipo
electroforético y RAPD sobre cepas de origen sudamericano. En estos trabajos los
autores sugieren la agrupacion de cepas segiin su origen geografico (Martinez y col,
2004, Martinez y col, 2007). Nuestros resultados no apoyan lo antes descrito al observar
que la poblacién de Valle de Ica no presenta una mayor diferenciacion genética con
respecto al resto de las subpoblaciones (Tabla 7). Las diferencias entre estos trabajos
podrian ser atribuidas al uso de distintos marcadores moleculares y, por lo tanto,
diferencias en el grado de sensibilidad que cada uno de ellos presenta. La restriccion del
DNA mitocondrial, si bien es una técnica altamente resolutiva (Vezinhet y col, 1990), no
representa necesariamente las divergencias a nivel del DNA genémico que puedan
presentar las cepas dadas sus distintas susceptibilidades a factores externos (Ibeas y
Jiménez, 1997). Ha sido demostrado que el genoma mitocondrial se encontraria bajo una
fuerte presion selectiva en levaduras vinicas, debido a la alta concentracion de etanol y
acetaldehido. Estos dos compuestos sumado a la falta de capacidad de correccion de la
polimerasa del DNA mitocondrial, inducirfan cambios irreversibles en el DNA
mitocondrial obteniendo una mayor tasa de mutacién en el genoma mitocondrial con
respecto al nuclear (Ibeas y Jiménez, 1997; Castrejon y col, 2002). Estos factores

sugieren que no existiria una relacién directa entre las divergencias observadas a nivel

65



mitocondrial y nuclear, por lo que es esperable obtener, al utilizar distintos marcadores,

resultados que no se correlacionen entre si.

6.6 Mecanismos de Reproduccion

Gran parte de los trabajos enfocados en el estudio de organismos eucariontes
unicelulares como S, cerevisiae, S. paradoxous o Candida albicans han descrito que
estos utilizarian como mecanismos de reproduccioén el sistema clonal (Tybairenc y col,
1991). Sin embargo, durante los tltimos afios una serie de trabajos apuntan a
mecanismos alternativos que serian utilizados por estos microorganismos como medios
de propagacién (Johnson y col, 2004, Tavanti y col, 2004, Ruderfer y col, 2006).

La teoria de la renovacién del genoma fue planteada a principio de los afios 90 y
propone la hipétesis de un sistema de reproduccion alternativo al clonal, en donde las
levaduras vinicas no solo se reproducirian de esta forma, sino también mediante
autofecundacion debido al caricter homotalico presente en ellas (Mortimer y col, 1994).
Este sistema de autofecundacion permitiria la seleccion y propagacion de los genotipos
homocigotos para una mutacién en la descendencia, la cual podria conferir una mayor
aptitud con respecto a los parentales, quienes serian desplazados.

Para determinar el tipo de reproduccién asociado a cada una de las subpoblaciones,
utilizamos el estadistico Fi. Las subpoblaciones de Cauquenes, Maquehua, Checura y
Sauzal, presentan valores sobre 0,6, lo que sugiere en ellas un sistema de reproduccion

clonal con ciclos de autofecundacién. Por el contrario, el valor de Fs para Valle de Ica
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es menor (Fis = 0,4) y en base al alto desequilibrio gamético detectado, esta
subpoblacion utilizaria un mecanismo clonal (Tabla 6).

El alto nimero de homocigotos observados en la subpoblacién de Cauquenes es
caracteristico de poblaciones en las cuales la autofecundacion es utilizada como sistema
de reproduccion, dado que este disminuye el nimero de heterocigotos en la poblacion.
El bajo numero de loci heterocigotos observado en el resto de las poblaciones (a
excepcidon de Valle de Ica) seria la causa del alto valor para el estadisticos Fjs, lo que
provee evidencia del mecanismo sugerido en las subpoblaciones descritas. Estudios en S.
paradoxous han logrado detectar un alto numero de las cepas homocigotas, sugiriendo la
autofecundaciéon como mecanismo alternativo de reproducciéon en estas levaduras
(Johnson y col, 2004). De la misma forma, estudios mediante SSR han clasificado un
alto namero de cepas nativas como diploides homocigotas. proponiendo en estas un
mecanismo de reproduccion clonal, sin embargo sugieren la presencia de un mecanismo
alternativo debido al alto nimero de homocigotos encontrados (Ezov y col, 2006).
Anélisis sobre cepas nativas de S. paradoxous y C. albicans permitio detectar eventos de
recombinacién sugiriendo mecanismos de reproduccion alternativos al clonal (Johnson y
col, 2004; Tavanti y col, 2004). S. cerevisiae utilizaria la recombinacion como un
mecanismo de evolucion debido a la baja tasa de reproduccion sexual en el ambiente. La
dependencia del desequilibrio gamético con la distancia génica se extenderia en el rango
de las kilobases, teniendo S. cerevisiae una de las mas altas tasas de recombinacion por
megabase (Johnson y col, 2004; Ruderfer y col, 2006). Dentro del grupo de las cepas
analizadas, es posible detectar la presencia de un equilibrio gamético en las 4

poblaciones que presentan altos valores de Fis, esto confirma el supuesto antes planteado
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en nuestro trabajo y refuerza los antecedentes presentados, en el sentido que la
autofecundacién seria un mecanismo de reproduccién utilizado por las levaduras vinicas.
Por el contrario, en Valle de Ica se observo un alto porcentaje de loci que no estarian

recombinando y, por lo tanto, esta poblacién presentaria un mecanismo de reproduccion

predominantemente clonal (Tabla 8).

6.7 Viabilidad de las Esporas

Las diferencias observadas mediante SSR con respecto a los mecanismos de
reproduccion entre las subpoblaciones estudiadas, podrian ser consecuencias de
alteraciones en la expresién de los genes involucrados con un mecanismo u otro. Frente
a esto, evaluamos la capacidad en cada una de las cepas de las subpoblaciones de
Cauquenes y Valle de Ica, para generar ascas y posteriormente cuantificar la viabilidad
de las esporas haploides generadas.

Mortimer y col, 1994, observaron en las cepas homocigotas una mayor proporcién de las
esporas viables, lo cual contrasta con cepas altamente heterocigotas que muestran un
decrecimiento en la viabilidad de las esporas a medida que se incrementa el niimero de
sitios heterocigotos. Las cepas vinicas presentarian una alta capacidad de esporulacion,
incluso en medios ricos en nutrientes y, por lo tanto, cepas homocigotas tendrian una
mayor aptitud al presentar mayores tasas de crecimiento en comparacion a otras
heterocigotas (Mortimer y col, 2000).

Inicialmente, tanto en la subpoblacion de Cauquenes como del Valle de Ica, observamos

que gran parte de ellas presenta una alta capacidad de esporulacion independiente del
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grado de heterocigosis. Sin embargo, la poblacion de Valle de Ica, presenta un promedio
de loci heterocigotos de 3,3, v un porcentaje de alta capacidad de esporulacion
levemente inferior (63%) con respecto a la poblacion de Cauquenes (76%), la cual a su
vez, presenta un promedio de loci heterocigotos de 1,3.

Consecuente con los antecedentes presentados, la subpoblacion de Cauquenes contiene
un alto namero de cepas homocigotas, y solo 1 de 11 arrojé un valor inferior al 50%
para viabilidad de esporas. De la misma forma, los individuos homocigotos de la
poblacion de Valle de Ica, presentan una alta viabilidad de sus esporas, sin embargo, lo
contrario ocurre en cepas que presentan un alto grado de heterocigosis. Cepas con un
numero superior a 4 loci heterocigotos presentan un porcentaje de viabilidad que no
supera el 25% tal como habia sido previamente descrito (figura 4) (Mortimer y col,
1994). En la subpoblacién de Cauquenes la cepa L-18 presenta, completa heterocigosis
en todos los marcadores, siendo a su vez incapaz de generar tetradas, lo que se
correlaciona con los resultados antes descritos.

En cepas triploides y tetraploides, ha sido descrito que estas presentarian una baja o nula
capacidad de esporulacién ademds de un alto nivel de heterocigosidad, lo que es
asociado al tipo de reproduccén clonal utilizado (Ezov y col, 2006). Este tipo de
reproduccién soportaria aneuploidias y permitiria una mayor acumulacion de
mutaciones. Por el contrario, en la autofecundacion, al existir aneuploidias o grandes
divergencias de secuencias entre cromosomas homélogos, la viabilidad de los gametos
se ve afectada y la divisién nuclear no se lleva a cabo (Liti y col, 2006).

Nuestros resultados sugieren que aquellas cepas con un alto niimero de loci

heterocigotos estarfan utilizando un mecanismo predominantemente clonal, debido a la
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acumulacion de mutaciones y a la baja viabilidad de sus esporas, tal como fue observado
en las cepas nativas de Valle de Ica. Por el contrario, aquellas cepas con un bajo nimero
de loci heterocigotos, estarian utilizando ademas de la clonalidad, la autofecundacion, lo
que seria demostrado al encontrar una alta viabilidad de las esporas en gran parte de los
individuos estudiados de Cauquenes. Estas cepas tendrian un comportamiento que

seguiria lo descrito por Mortimer y col, (1994) en su teoria de renovacion del genoma.
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7.- CONCLUSIONES
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En base a los resultados antes expuestos podemos concluir que:

Las cepas de levaduras vinicas Saccharomyces cerevisige serian en su mayoria
diploides tal como fue observado mediante citometria de flujo. El caracter
diploide seria consecuencia de la presencia del gen O en su forma dominante,
lo que impediria la presencia de cepas haploides estables. Cepas con un mayor
contenido de DNA presentarian un cariotipo estable ya que exhibieron una alta
viabilidad en sus productos meodticos.

Los marcadores utilizados fueron clasificados como altamente polimérficos al
presentar valores de PIC sobre 0,6 segln la categorizacion de Bolstein y col,
(1980). De estos, el marcador YMLO91C, registro el mayor numero de alelos,
identificando inclusive un numero superior al descrito en la literatura. La
utilizacién de este grupo de marcadores permitié obtener una resolucion similar a
la técnica de RFLP de DNA mitocondrial al lograr discriminar un namero
equivalente de genotipos.

Las subpoblaciones pertenccientes a las zonas clasificadas como industriales
presentarian niveles de diversidad menor en comparacion a las zonas artesanales.
Esto seria consecuencia de la utilizaciéon de agroquimicos que afectarian la biota
levaduriforme, ademas de un uso intensivo de cepas comerciales la cuales
podrian alterar el equilibrio natural de las levaduras nativas, al encontrarse en

zonas cercanas a las bodegas en las cuales fueron inicialmente utilizadas.
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Las subpoblaciones de levaduras vinicas presentarian una estructuracién al
encontrar valores Fy que asi lo demuestran. Esta se deberia primordialmente a
los factores ecoldgicos y a la intervenciéon humana sobre el ambiente en el cual
se desarrollan. En este mismo sentido, no fue posible encontrar una correlacién
entre la distancia génica y geografica entre las subpoblaciones, lo que permite
descartar el flujo génico entre las subpoblaciones.

Las levaduras vinicas en las subpoblaciones de Cauquenes, Maquehua, Checura
y Sauzal utilizarian un mecanismo de reproduccion predominantemente clonal,
con ciclos de autofecundacion. Por el contrario, en la subpoblacion de Valle de
Ica, existiria un menor numero de cepas capaces de utilizar autofecundacion
como mecanismo de reproduccién y gran parte de ellas se reproduciria
Unicamente mediante clonacién.

Dado el mecanismo de reproduccion observado en levaduras vinicas y la débil
propagacion de cepas comerciales en vifias industriales, seria posible descartar la

formacion de hibridos entre cepas nativas y comerciales en el medio ambiente.
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