UNIVERSIDAD DE CHILE -FACULTAD DE CIENCIAS -ESCUELA DE PREGRADO

FUNCION DEL GEN YAP3 DE SACCHAROMYCES
CEREVISIAE DURANTE LA FERMENTACION VINICA

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de los

requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular

MATIAS CRISTOBAL AGUILERA BARRIOS

Director de Seminario de Titulo:

Dr. Claudio Martinez Fernandez

Patrocinante:
Dr. Marcelo Baeza

Mayo, 2016

Santiago — Chile




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

M-

AT~

0
" s

—_—

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TiTULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias, de la Universidad de
Chile que el Seminario de Titulo, presentado por el candidato:

MATIAS CRISTOBAL AGUILERA BARRIOS

“FUNCION DEL GEN YAP3 DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE DURANTE LA
FERMENTACION VINICA”

Ha sido aprobado por la Comision de Evaluaciéon, en cumplimiento parcial de los
requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia molecular.

Dr. Claudio Martinez Fernandez

Director Seminario de Titulo

Dr. Marcelo Baeza Cancino

Prof. Patrocinante Seminario de Titulo

Comisién Revisora y Evaluadora

Dra. Jennifer Alcaino Gorman

Presidenta

Dra. Julieta Orlando

Evaluadora

Santiago de Chile, 26 de Julio 2016




“Phase one, collect underpants”
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1. RESUMEN

La elaboracién del vino es un proceso microbiolégico complejo, en este S.
cerevisiae es la principal responsable de la transformacién del mosto de uva en vino.
Durante la fermentacién, el consumo de fuentes nitrogenadas asimilables es
fundamental en el crecimiento y el metabolismo de esta levadura y su insuficiencia o
escasez en los mostos de uva es una de las causas principales de fermentaciones
lentas o incompletas. Estudios previos de microarreglos realizados en cepas vinicas
nativas durante condiciones de estrés nutricional de nitrégeno en fermentacién vinica,
reportan la activacién del factor transcripcional YAP3. No obstante, no se ha
demostrado si este gen podria tener un rol en el metabolismo del nitrbgeno y su

funcién es desconocida.

Con el objetivo de caracterizar el rol de YAP3 durante la fermentacion vinica, se
midieron los niveles de transcritos del gen en condiciones de suficiencia e insuficiencia
de fuentes nitrogenadas. Ademds, se desarrollé y evalué una cepa vinica que
sobreexpresa episomalmente el gen YAP3. Los resuliados obtenidos de Ila
fermentacion en mosto sintético indican que la expresién del gen se ve modulada por la
disponibilidad de nitrégeno en el medio en experimentos de qPCR. La clonacién del
gen y su posterior secuenciacién mostro discrepancias con la secuencia reportada para
la cepa industrial EC1118 por lo que se sugiere [a existencia de un locus heterdlogo.
Finalmente, la sobreexpresiéon de YAP3 afecté algunas de las caracteristicas
fisiolégicas y enolégicas de la cepa. Notablemente, el consumo de aminoacidos fue

significativamente menor en la cepa que sobreexpresa YAP3, durante las primeras 24

horas de fermentacién y tendié a igualarlo hacia el final de ésta.




2. ABSTRACT

Winemaking is a complex microbiological process; in it S. cerevisiae is the main
responsible for the transformation of the grape must into wine. During the fermentation,
consumption of assimilable nitrogenous sources is fundamental for the growth and
metabolism of this yeast and failure or shortage in grapes is one of the main causes of
slow or incomplete fermentation. Previous microarray studies conducted in native
strains during nitrogen nutritional stress conditions in wine fermentation, report the
activation of the transcriptional factor YAP3. However, it has not been proven whether

this gene may play a role in nitrogen metabolism and its function is unknown.

In order to characterize the role of YAP3 during wine fermentation, the levels of
gene transcripts were measured at sufficient and insufficient nitrogen source conditions.
In addition, we developed and evaluated a strain overexpressing the gene YAP3
episomally. The qPCR results of the fermentation in synthetic must indicate that gene
expression is modulated by availability of nitrogen in the medium. In addition, sequence
discrepancies were found with the sequence reported for the industrial strain EC1118,
this suggests the existence of a heterologous locus. Finally, the overexpression of
YAP3 affected some of the oenological and physiological characteristics of the strain.
Notably, the amino acid consumption was significantly lower in the strain
overexpressing YAP3 during the first 24 hours of fermentation and tended to match it to

the end.
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3. INTRODUCCION

3.1.L.a microbiologia del vino

La fermentacion del mosto de uva para la elaboracion de vino (vinificacion) es
un proceso microbioldgico y bioguimico complejo, el cual involucra el desarrollo
secuencial de distintos microorganismos y la conversion de los azlcares del mosto en
acidos orgénicos, etanol y CO,. Esta involucra la interaccion entre levaduras, bacterias
y hongos filamentosos, siendo las levaduras los organismos que desarrollan un papel
central (Pretorius, 2000). Dentro de los géneros de levadura que predominan la
fermentacién en estados fempranos se encuentran los géneros Kloekera,
Hanseniaspora, Candida, Pichia, Metschnikowia y Torulaspora. A medida que la
concentracién de etanol aumenta durante el proceso ocurre un ¢cambio poblacional, en
el cual el género de levaduras Saccharomyces se convierte en dominante, siendo la
especie S. cerevisiae, el microorganismo vinico de mayor importancia y el principal
responsable de llevar a cabo la fermentacion alcohdlica (Pretorius, 2000; Ribéreau-

Gayon y col., 20086).

Tradicionalmente la fermentacion vinica se ha llevado a cabo aprovechando la
microbiota presente en la superficie de las uvas y en el ambiente de la vifia y bodegas,
a este proceso se le conoce como fermentacion natural (Mortimer, 2000). Sin embargo,
las practicas actuales en la industria, en la elaboracién del vino, contemplan el uso de

un inoculo inicial de levaduras seleccionadas. Esta practica permite un acortamiento de

la fase de latencia, asegura una rapida y completa fermentaciéon del mosto y conduce a




un grado importante de reproducibilidad en el producto final afio tras afio (Pretorius &

Bauer, 2002).

3.2.Saccharomyces cerevisiae como el microorganismo de mayor importancia en
la vinificacion

La seleccién de cepas de levaduras vinicas de S. cerevisiae para su uso
industrial se ha enfocado, primeramente, en cepas que aseguren un término de
fermentacion en tiempos cortos; luego, esta bisqueda se enfocd en propiedades mas
sofisticadas que influenciaran la calidad del vino, incluyendo la produccion de
compuestos aromaticos, tolerancia a condiciones de fermentacién dificiles (dado la
composicién de los mostos o factores externos), fenotipe ‘killer' o propiedades
tecnoldgicas (Cebollero y col., 2007). En mayor detalle los principales fenotipos
deseados son; tolerancia al alcohol, tolerancia al diéxido de azufre, reproducibilidad de
la fermentacion, aztcar residual en baja concentracion (2-5 g/L), fermentacién a bajas
temperaturas, fase de latencia corta, produccidén de glicerol y B-glicosidasa, baja
produccion de suffuro de hidrégeno, acidez volétil, formacién de espuma y precursores
de etil carbamato; produccion de ésteres deseables, capacidad de controlar e
imponerse en diversas condiciones de fermentacién, tolerancia a otros
microorganismos, folerancia a bajo pH (3,0-3,9), minimo impacto sobre Ias
caracteristicas de la variedad de la uva y tolerancia a cantidades decrecientes de
nutrientes (como fuentes de nitrégeno) (Aranda y col., 2011; Bisson, 2005; Degre,

1993).



3.3.Importancia del nitrégeno en [a vinificacion

De todos los compuestos asimilables por S. cerevisiae durante la fermentacion,
los nitrogenados son cuantitativamente el segundo grupo de nutrientes consumidos,
después de los hidratos de carbono. Estos ejercen una gran influencia en el
crecimiento y el metabolismo de esta levadura (Pretorius, 2000; Ribéreau-Gayon y col,,

20086).

Las concentraciones de nitrégeno soluble en los mostos de uva varian entre 0,1
y 1,0 g/l (Henschke & Jiranek, 1993) y su composicion es principalmente amonio (3 —
10%), aminoacidos (25 — 30%), polipéptidos (25 — 40%), proteinas (5 - 10%) y
pequefias cantidades de nitritos, nitratos, nucleétidos, vitaminas y aminas (Aranda y
col., 2011). Las levaduras del género Saccharomyces son incapaces de asimilar el
nitrégeno inorganico en forma de nitritos y nitratos, polipéptidos y proteinas presentes
en el mosto, esto deja como fuentes asimilables de nitrégeno por la levadura (YAN, por
sus siglas en inglés) fundamentaimente al amonio y aminoacidos (comentado por
Aranda y cols., 2011). Ahora bien, los niveles de nitrogeno minimos reportados para
llevar a cabo una fermentacién alcoholica exitosa varian, autores sugieren un rango
entre 120 - 140 mg YAN/L (Bely y col., 1990b), mientras otros reportan 200 — 267 mg
YAN/L (Mendes-Ferreira y col., 2004); sin embargo, estas diferencias se le pueden

atribuir a la cepa utilizada o el tipo de fuente nitrogenada utilizada.

La insuficiencia o escasez de YAN en los mostos de uva es una de las causas
principales de los problemas cinéticos en las fermentaciones vinicas, que resultan en
fermentaciones lentas o incompletas (Bisson, 1999; Salmon, 1989), éstas corren el
riesgo de deterioro por contaminantes microbianos u oxidacion, lo que disminuye la

calidad del producto final. Esta insuficiencia en la industria puede ser manejada de dos




formas, mediante regimenes de fertilizacién de los vifiedos o la suplementacién de los
mostos de uva con nitrégeno inorganico, en forma de fosfato de diamonio (DAP, por
sus siglas en inglés). Sin embargo, el exceso de nitrogeno también puede generar
otros problemas, como la produccién de metabolitos indeseados como el etil
carbamato o aminas biogénicas, e inestabilidad microbiolégica (Pretorius, 2000;

Ribéreau-Gayon y col., 2006).

3.4.E1 metabolismo del nitrégeno

Estudios realizados en levaduras de laboratorio, en condiciones controladas,
han ayudado a dilucidar los procesos bioquimicos que ocurren durante el consumo de
fuentes nitrogenadas. Brevemente, la asimilacion de fuentes nitrogenadas por la
levadura S. cerevisiae dependera de la naturaleza y la cantidad de ésta. La preferencia
de una fuente sobre otra se puede expresar en forma cuantitativa, con una tasa de
crecimiento aumentada en un medio con una fuente preferida, relativa a la tasa de
crecimiento, en otra fuente; y en forma cualitativa, por la habilidad de la fuente
preferida en inducir una represion de los genes para catabolizar las otras fuentes
nitrogenadas (Magasanik & Kaiser, 2002). Esta Gltima es el mecanismo conocido como
represion catabélica por nitrégeno (NCR, por sus siglas en inglés), que reduce la
innecesaria divergencia en la capacidad sintética de las células (en la formacion de
enzimas y permeasas) para la utilizacién de compuestos que no son fuentes preferidas
de glutamato y glutamina, cuando existe una fuente preferida de nitrogeno (Magasanik,

1992).

Ahora bien, las células de levadura son capaces de sintetizar todos los

aminoacidos desde una variedad de fuentes nitrogenadas. Para utilizar una molécula

como fuente, las células tienen que convertir esta molécula a glutamato y glutamina, y



a partir de estos dos amindacidos, se pueden sintetizar todos los compuestos
nitrogenados en la célula (Magasanik, 1992). Debido a la posicion central de estas
moléculas en el metabolismo del nitrégeno, llamaremos a esto el metabolismo central
del nitrégeno (CNM, siglas en ingles). Estas reacciones permiten la sintesis de
glutamato a partir de a—cetoglutarato y amonio, por la accion de la enzima glutamato
deshidrogenasa; y la sintesis de glutamina desde glutamato y amonio por [a accion de
la enzima glutamina sintetasa, véase Figura 1 (Magasanik & Kaiser, 2002). Las
levaduras asimilan fuentes nitrogenadas que no sean glutamato ni glutamina mediante

la conversion a amonio y luego la condensacién con a-cetoglutarato para formar

glutamato.
Aceli-CoA
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Figura 1: Metabolismo central del nitrégeno. Los compuestos nitrogenados en la célula son sintetizados
desde glutamato o glutamina. La mayor via de sintesis de glutamato es mediante la combinacion de
amonio con o-cetoglutarato, €} cual es sintetizado desde acetil-CoA y oxalacetato en el ciclo del acido
citrico (CIT1: Citrato Sintasa, ACO1: Aconitasa, IDH1,2: Isocitrato Deshidrogenasa). Glutamina es
sintetizada por la combinacién de amonio y glutamato por la enzima glutamina sintetasa (GLN1). GDH1:

glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP(+), GDH2: glutamato deshidrogenasa dependiente de

NAD(+), GLT1: glutamato sintetasa. Modificado desde Magasanik & Kaiser (2002).




Los mecanismos de regulacion del metabolismo de fuentes nitrogenadas son
variados y responden a diferentes estimulos y han sido revisados por Zaman y col.
(2008), éstos son: la via de discriminacién por nitrégeno (NDP, por sus siglas en
inglés); la via de regulacion retrograda (RTG); la red TOR (diana de rapamicina); el
sistema SPS (Ssy1-Ptr3-Ssy5); y el sistema de control general de biosintesis de
aminoacidos (GCN por sus siglas en ingles). El primero (NDP), se caracteriza por estar
controlado por la interaccién de cuatro factores de transcripcién de la familia “dedos de
zinc”, dos activadores (GIn3 y Gat1) y dos represores (Dal80 y Gzi3), en este, la célula
regula los genes NDP (alrededor de 90 genes), principalmente mediante la modulacién
de la localizacion subcelular de los activadores transcripcionales. La segunda (RTG),
consiste en la respuesta celular a la disfuncién mitocondrial, que aliera la expresion de
genes nucleares (cuatro reguladores positivos y cuatro reguladores negativos), que a
su vez regulan [a expresién de las primeras tres enzimas del ciclo de! acido citrico, las
enzimas encargadas de la biosintesis de lisina y algunos genes del ciclo del glioxilato y
la B-oxidacién de 4cidos grasos. El tercero (TOR), constituido por dos complejos en el
género Saccharomyces (TORC1 y TORC2) que actlan como quinasas. Existe
evidencia que sugiere que [a actividad de TORC1 responde a los niveles de nutrientes,
principalmente a la calidad de fuente de nitrégeno. A pesar de que no se conoce con
exactitud el rol que toma TORC1 en la via de sefializacién, TORC1 sl juega un papel
importante en la transicion entre crecimiento y quiescencia celular, regulando los
procesos que proveen los medios de supervivencia bajo condiciones de privacion de
nutrientes o estrés. El cuarto (sistema SPS), regula la expresidon genica de las
permeasas de aminoacidos, genes catabdlicos sensibles a nitrdgeno y genes
involucrados a estrés, en respuesta a la presencia de aminoacidos en el medio.

Finalmente el quinto mecanismo (GCN), detecta la concentracién interna de




aminoacidos, induciendo al activador transcripcional Gen4 que responde a la limitacion

de cualquier aminoécido, activando [a transcripcién de mas de 500 genes.

No obstante la informacién en levaduras de laboratorio, poco se conoce sobre
los mecanismos de regulacién genética en levaduras vinicas. Estudios realizados por
Deeds y col. (2011) demostraron grandes e inesperadas diferencias en la respuesta
transcripcional de NCR en [evaduras vinicas, durante una fermentacion alcohdlica, con
respecto a condiciones estandar de fermentacién, lo que podria reflejar diferencias
entre las cepas de levadura (de laboratorio y vinica) o diferencias en la regulacion

génica durante la fermentacion alcohdlica (Deed y col., 2011).

3.5.Estudios transcriptomicos

Aproximaciones de genética funcional, como los analisis de microarreglos, son
herramientas poderosas para el analisis de las expresion génica a escala genémica,
dando una mirada exhaustiva de la fisiologla de la levadura (DeRisi y col., 1997).
Andlisis globales de la expresion génica se llevan a cabo frecuentemente en levaduras
de laboratorio, pero si queremos entender cdmo las levaduras vinicas hacen frente a
su ambiente de estrés, es necesario estudiar la expresién bajo condiciones de
vinificacién, que difieren considerablemente de las condiciones de laboratorio. Como
bien se menciond anteriormenté, existe poca informacién sobre los mecanismos por los
cuales las levaduras vinicas regulan la expresidn génica para enfrentarse a
condiciones de estrés cambiantes (Rossignol y col., 2003). No obstante, a la fecha, la
revision mas exhaustiva de estas tecnologias utilizada en levaduras vinicas fue

realizada por los autores Pérez-Ortin y Garcia-Martinez (2011).




Asi mismo, en nuestro laboratorio, Contreras (2012) analizé la expresion génica
en levaduras vinicas con la finalidad de identificar genes relacionados al fenotipo de
consumo de fuentes nitrogenadas mediante la comparacién de perfiles de expresion y
gPCR. Para ello se utilizaron cepas vinicas de S. cerevisiae con fenotipos enoldgicos y
genotipos similares pero que diferian en sus capacidades de consumir fuentes
nitrogenadas bajo las mismas condiciones de fermentacién. Estas cepas se obtuvieron
mediante esporulacion de una cepa hibrida (lamada L-3044), proveniente del cruce de
cultivos monospéricos de las cepas vinicas nativas L-3145 y | -3147. Del hibrido L-
3044 se obtuvieron 115 descendientes genéticamente emparentados, de los cuales se
seleccionaron 3 cepas que cumplian con un perfil enoldgico similar, pero con
diferencias en el consumo de fuentes asimilables de nitrdgeno disponible. Esta
estrategia difiere de las usadas habitualmente en estudios de perfiles de expresion, en
que éstos generalmente exponen a las levaduras a diferentes condiciones de cultivo
que podrian desencadenar respuestas a estrés global que dificulten la deteccion de

genes directamente involucrados en el fenotipo en estudio.

Tres cepas de S. cerevisiae provenientes del hibrido L-3044 fueron
seleccionadas, denominadas AC19, AC114 Y AC115; debidoc a que presentaron
diferencias en el consumo de fuentes nitrogenadas (consumo de amonio y
aminoacidos) y no presentaron diferencias estadisticamente significativas en sus
caracteristicas enoclégicas y otros parametros fermentativos, como produccién de
glicerol y etanol, tiempo generacional y velocidad especifica de crecimiento. La cepa
AC19, presenté un alto consumo de amonio y bajo de aminoacidos; la cepa AC114, un
consumo promedio de amonio y bajo de aminoacidos; y la cepa AC115, un consumo

promedio de amonio pero ailto de aminoacidos. Posteriormente se realizaron estudios




transcriptomicos mediante e! uso de microarreglos de cDNA. Al comparar la cepa AC19
con la cepa AC114 (diferencias en el consumo de amonio} existieron 248 genes con
diferencias de expresién, cuyo andlisis funcional mostré que correspondian a genes
relacionados con el transporte de iones y reguladores transcripcionales con motivos de
dedos de cinc principalmente. Al comparar AC19 con la cepa AC115 (diferencias en el
consumo de nitrdgeno total) hubo 168 genes con diferencias en su expresion y cuyo
analisis funcional mostrd gue correspondian a genes relacionados con el transporte de
hexosas y reguladores transcripcionales con motivos de dedos de cinc (Contreras y
col., 2012). Genes candidatos fueron analizados mediante ensayos de gPCR y
macroarreglos, con el fin de confirmar las diferencias de expresidon detectadas por
microarreglos. Estos resultados arrojaron como un interesante candidato de estudio al
gen YAP3 (nombre sistematico YHLOOSC), el cual, presenté un aumento en su
expresién relativa al compararse dos condiciones de nitrégeno asimilable en las cepas
vinicas nativas AC19 y AC114. Esta observacién vincularia a YAP3 con el uso de
amonio como fuente nitrogenada en condiciones de fermentacion vinica y que los
niveles de expresién de este gen estarian involucrados con una respuesta a la escasez

de fuentes nitrogenadas.

3.6.YAP3 y la familia de proteinas YAP

El gen YAP3 codifica una proteina de 330 residuos aminoacidicos de la familia
de factores transcripcionales YAP (del inglés ‘yeast activator protein’) y su funcién
hasta ahora es desconocida (Figura 2). La familia de proteinas YAP es una familia de
factores de transcripcién b-ZIP exclusiva de levaduras, que abarca 8 miembros con
una importante similitud de secuencia a la proteina AP-1, Gen4, en su sitio de unién a

DNA (Fernandes y col., 1997). Inicialmente dos de estas proteinas, Yap1 y Yap2,




asociadas a la resistencia pleiotropica de drogas, fueron descritas como factores AP-1.
Luego, de su secuenciacion y posteriores alineamientos de su regién de unién a DNA
revelaron otras 6 proteinas, Yap3-8, que conservaban estos residuos aminoacidicos

presentes en Yap1y Yap2 (Rodrigues-Pousada y col., 2010).

vap3 N

N-CRD ~ CCRD
21,26,27,39 306,307

Figura 2: Esquema de la proteina Yap3. La proteina Yap3p esta compuesta de 330 residuos
aminoacidicos y posee las cuatro regiones caracteristicas de las proteinas Yap: el motivo rico en cisteinas
en el amino terminal (N-CRD) y el motivo rico en cisteinas en el carboxilo terminal (C-CRD), encargados
de controlar la translocacion al nlcleo por transiciones de oxidacion y reduccion; el dominio bZIP,
encargado de la dimerizacién y de la unién al sitio de reconocimiento; y el motivo sefial de incorporacion a
nucleo (NES) se destaca su secuencia. Se muestran la posicion de los residuos de cisteina en los motivos

N-CRD y C-CRD. Modificado de Rodrigues-Pousada y col. (2010).

Ademas de los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, no existe mucha
informacién sobre el posible rol o funcién del gen YAP3. No obstante, al utilizar datos
desde estudios en microarreglos es posible observar, en experimentos que miden el
patrén de expresién global frente a transiciones ambientales en cepas de laboratorio de
S. cerevisiae, que la expresion del gen YAP3 podria depender de los niveles de
nitrégeno ambiental donde se reporté que ante la disminucién drastica del nitrégeno
después de un cambio del medio de cultivo, el gen YAP3 muestra una sobreexpresion
durante las primeras cuatro horas (Gasch & Wemer-Washburne, 2002). Esta

observacion también vincularia a YAP3 con una respuesta a la escasez de fuentes

nitrogenadas.
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Por lo anterior, para investigar el pasible rol que cumple YAP3 en la respuesta a
estrés nutricional de nitrégeno y en el consumo de fuentes nitrogenadas, en este
trabajo se propuso generar una cepa que sobreexprese episomalmente Yap3p en la
cepa modelo industrial de S. cerevisiae EC1118, y evaluar su fenotipo en condiciones

que simulen una fermentacion vinica.




4. HIPOTESIS

Bajo condiciones de fermentacion vinica, la transcripcidn del gen del factor
transcripcional Yap3p en Saccharomyces cerevisiae es regulada por el nitrégeno

asimilable y su sobreexpresién permite un aumento en el consumo de amonio.

5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo General.

Evaluar bajo condiciones de fermentacion vinica la relacidn entre la expresion

génica de YAP3y el fenotipo consumo de nitrogeno.

5.2.0bjetivos Especificos.

-Estudiar la expresién génica de YAP3 en relacién a la disponibilidad de
nitrégeno en mosto vinico.

-Generar una cepa vinica industrial de S. cerevisiae que sobreexprese el gen
YAP3 episomalmente.

-Evaluar e! fenotipo vinico de la cepa industrial que sobreexpresa el gen YAF3

durante la fermentacion en MS380.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Cepas y medios de cultivo

Las cepas utilizadas durante este trabajo se describen en la Tabla 1y fueron
obtenidas desde el cepario del Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia Aplicada
(LAMAP) de la Universidad de Santiago de Chile. La cepa de S. cerevisiae EC1118 fue
crecida en medio YPD (0,5% extracto levadura, 0,5% peptona y 2% glucosa) a 28 °C
por 24 h o sembrada en placas de YPD-agar 2%. En cuanto a las cepas de S.
cerevisiae EC1118-YEpAct4MX y EC1118-YAP3E, éstas fueron crecidas en medio
YPD suplementado con geneticina (G418} en concentracion de 100 Hg/mL durante 24
h a 28 °C y sembradas en placas de agar YPD suplementadas con G418 a una
concentracion de 100pg/uL a 28 °C durante 48 h. La cepa de Escherichia coli DH5a fue
crecida en medio LB (0,5% extracto de levadura, 1% triptona y 1% cloruro de sodio) a
37 °C por 12 h, mientras que la cepa de E. coli DH5a-YAP3E fue crecida en medio L.B

suplementado con ampicilina en concentracién de 100 pg/mL a 37 °C por 12 h.

6.2.Partidores utilizados en este estudio

En la Tabla 2 se muestran los partidores disefiados y utilizados en la estrategia
de clonamiento del gen YAP3, la consfruccidn del vector YEpAct4MX-YAP3E y su

verificacion. La Tabla 3 muestra los partidores utilizados para los experimentos de

qPCR y en el analisis de restriccién de la region ITS.




Tabla 1: Cepas utilizadas en este estudio

Cepa Caracteristicas Fuente
Cepa de E. cofi utilizada para experimentos de clonacién,
DH5a . .. . Taylor y col. (1993)
propagacién y construccion de plasmidos,
Cepa de E. coli transformada con el plasmido
DH5a-YAP3E Este trabajo
YEpACt4MX-YAP3E.
Cepa de S. cerevisiae vinica industrial diploide de origen
EC1118 Lallemand Inc.
francés.
Cepa de levadura derivada de EC1118, que porta ¢l
EC1118-MX Soto (2012)

plasmido YEpAct4MX.

Cepa de levadura derivada de EC1118, que expresa

EC1118-YAP3E

constitutivamente el gen YAP3 bajo el contro! del

Este trabajo

promotor del gen ACT1 en el plasmida YEpAct4MX.

Tabla 2: Partidores utilizados en la construccion y anilisis del vector YEpAct4MX-

YAP3E
Partidor Secuencia (5'-3') Descripcion
YAP3 ATC GAG CTC GGG ACC CGG GTAAGC  Partidor sentido para el promotor de actina con
a
TGCC un sitio Smal.
Partidor antisentdo para el promotor de actina
CCA TAT TAG AAG GCG TCATGG TTA .
YAP3b que empalma con la region 5 de forma
ATT CAG TAAATTTICGATC

antisentido del gen YAP3.
Partidor sentid la c ifs

YAP3c ATG ACG CCT TCT AAT ATG G or sentido para la clonacion del gen
YAP3

YAP3d GA AAG CTT TTT GCC TCATGA AGA Partidor antisentido para la clonacion el

TGTTG terminador del gen YAP3, con sitio Hindlll.
Partidor antisentido para la verificacion del
M13R CAGGAAACAGCTATGAC casselfe KANMX y para la confirmacion del
clonamiento de genes.
Partidor sentido para la verificacion del
M13F GTA AAA CGA CGG CCAGT casseffe KANMX y para la confirmacion del

clonamiento de genes,

* En negrita y subrayado se observan los sitios de corte enzimatices incorporados.
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Tabla 3: Partidores utilizados en qPCR y analisis de restriccion ITS

Partidor Gen Secuencia {5~ 3") Amplicon (pb) Referencia
YAP3F TAT TGA GCG AGC AAA CAG CA
YHLO02¢ 1657 {Contreras y col., 2012)
YAP3R TCG CCT GAA ATAGGG GTT AG
ACTIF TTG GCC GGTAGAGAT TTG AC
YFLO3%¢ 266 {Contreras y col., 2012)
ACT1IR CCC AAA ACA GAAGGT GGAA
IT$1 5.85DNA TCC GTAGGTGAACCTGCGG 830 {Esteve-Zarzoso ¥ col.,
ITS4 ITS1-ITS2 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 1999)

6.3.Fermentaciones

Las fermentaciones se realizaron en el mosto vinico sintético descrito por
Rossignol y col. (2003), de ahora en adelante llamado MS380, el cual contiene 250 g/l
de azucares (125 g/L de glucosa y 125 g/L de fructosa), sales, vitaminas, factores de
anaerobiosis y 380 mg N/L de nitrdgeno asimilable de los cuales 120 mg/L provienen
de amonio, 260 mg/L. de una mezcla de 12 aminoacidos y con un pH de 3,3. También
se utilizé un mosto modificado, solo con menor concentracion de nitrégeno asimilable
(60 mg NIL, llamado de ahora en adelante MS60) manteniendo las proporciones de
amonio y aminoéacidos. Las concentraciones detalladas de! mosto sintético se indican

en el Anexo 11.1

Las fermentaciones se realizaron en 2 formatos, en tubos estériles de 50 mL
con 40 mL de mosto sintético y en tubos estériles de 15 mL con 12 mL de mosto
sintético. El primer formato se utilizé para llevar a cabo el primer objetivo especifico y el

segundo, para el tercer objetivo especifico (véase 5.2).

Pre-indculos de la cepa EC1118 se realizaron en tubos estériles con 5 mL de

mosto MS380 incubados 16 h en agitacion a 28 °C. Por otro lado, pre-inéculos de las
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cepas EC1118-YEpActdMX y EC1118-YAP3E se realizaron en 5 mL de mosto

MS380 suplementado con una concentracion de 200 pg/ul de G418.

Las fermentaciones fueron inoculadas con una concentracién de 1x10°
células/mL, obtenidas de los pre-inéculos. Estas se mantuvieron a 25 °C durante 15
dias sin agitacion. La produccion de CO. fue monitoreada mediante la pérdida de masa

de los tubos cada 12 horas, para esto se utilizd una balanza electronica.

6.4.Cuantificacion de parametros enolégicos

En tiempos determinados durante la fermentacion y al final de la fermentacion
del mosto sintético: 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 200 y 366 h para el primer
objetivo especifico y 0, 6, 24, 144 y 480 h para el tercer objetivo especifico. Los tubos
fueron centrifugados durante 5 min a 5.000 x g con el fin de separar el mosto
fermentado de las células. El sobrenadante se analizé mediante cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC) para los siguientes parametros enoldgicos: cantidad de
azlcar, etanol, trehalosa, glicerol y acidos organicos {acido malico, acido succinico,
acido acético y acido lactico) seguln lo descrito por Nissen y col. (1997). El equipo de
HPLC utilizado fue Schimadzu CBM-20A (Schimadzu Scientific Instrument, Columbia,
MD, USA), utilizando una columna de exclusion idnica Aminex HPX-87C (Bio-Rad,
USA). La columna fue eluida a 55 °C con una solucion 4 mM de H;SO,, con un flujo de
elucion de 0,5 mL/min. Acidos organicos, glicerol y frehalosa fueron detectados
mediante el uso de un detector UV a 220 nm, mientras que etanol y azucares con un

detector de indice refractivo.
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6.5.Determinacion del consumo de fuentes nitrogenadas

El nitrogeno asimilable por la levadura (YAN) se determiné utilizando la
titulacion por formol o método de Sorensen, como fue descrito por Aerny (1996). En la

seccién 11.2 se detalla este proceso.

Finalmente, en tiempos determinados durante y al final de ésta (los mismos que
en la seccién anterior) se obtuvieron muestras de 500 pL de mosto sintético, las cuales
fueron centrifugadas 5 min a 5.000 x g. Posteriormente, se cuantifico la cantidad de
aminoacidos y amonio por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) por un
servicio externo, siguiendo lo descrito por Gémez-Alonso y col. (2007). Para ello los
aminoacidos y el amonio fueron derivatizados con dietil etoximetilenmalonato
(DEEMM), y separados mediante el uso de dos fases moviles, fase A (256 mM buffer
acetato pH = 5,8 con 0,02% azida de sodio) y fase B (una proporcion 80:20 de

acetonitrilo y metanol).

6.6.Métodos estadisticos

Los resultados se muestran como media y desviacién estandar. Las diferencias
estadisticamente significativas se calcularon mediante una comparacion multiple de
muestras con el test de intervalos de Fisher LSD (‘least significant different’) utilizando
el software Statgraphics Centurion XVI v16.1.11 (StatPoint Tecnologies, Inc, USA). Un

valor de p < 0,05 fue considerado como una diferencia estadisticamente significativa.

6.7.Extraccion de RNA y PCR cuantitativo (QPCR)
¢

La extraccion de RNA se realizé durante el transcurso de fermentaciones en
mosto sintético, a distintos tiempos (6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 200, 336 h),

utilizando ‘RNeasy Mini Kit' (Quiagen, USA). La integridad del RNA fue observada en
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geles de agarosa con formaldehido y bromuro de etidio al 1,4%. La reaccion de
transcripcién reversa (RT) se baso en lo descrito en Zuzuarregui y col. (2006). La
cuantificacién del cDNA se realizd en Infinite® 200 PRO NanoQuant (Tecan Group
Ltd., Suiza) bajo las indicaciones del fabricante. EI cDNA obtenido fue usado para la
reaccién de qPCR, la reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 20 pL siguiendo
lo descrito por Contreras y col. (2012). Los resultados fueron analizados usando el
software LightCycler 4.0 (Roche, Alemania) y la cuantificacién de la expresion relativa
del gen se realizé usando el modelo matematico de delta delta CT (Livak & Schmitigen,

2001), normalizando con la expresién del gen ACTT.

6.8.Transformacion bacteriana
6.8.1 Preparacion de células electrocompetentes

La cepa E. coli DH5a, fue utilizada para la preparacion de células
ultracompetentes segun la metodologia descrita por Inove (1980). Se realizé un pre-
inéculo de esta cepa en 5 mL de medio LB, la cual fue crecida hasta saturacion, con
agitacién durante toda la noche a 37 °C, posteriormente se inoculé un matraz con 300
mi de medio SOB (2% triptona, 0,5% extracto de levadura, 10 mM NaCl y 2,5 mM KCl)
en una proporcién 1:100. El cultivo fue incubado a 37 °C sin agitacion hasta una
densidad dptica medida a 600 nm (DOsqo) de 0,75. Las células fueron recolectadas por
centrifugacion a 2.500 x g (Centrifuga, Hettich) durante 10 min. A continuacion, se
realizaron tres lavados de!l sedimento, utilizando 50 mL de glicerol al 10% fric y estéril.
Entre cada lavado se centrifugd a 2.500 x g (Centrifuga, Hettich) durante 10 min a 4 °C.
Luego el sedimento fue suspendido en 2 mL de glicerol 10%. Las células se

almacenaron a -80 °C hasta su utilizacién.
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6.8.2 Transformacioén por electroporacion

La transformacion de E. coli DH5a se llevé a cabo seglin las especificaciones
indicadas en el manual de procedimientos del equipo de electroporacion (MicroPulser,
Biorad). Se mezclé 40 pL de células ultracompetentes con 5 L del DNA deseado. Una
vez electroporadas las células potencialmente transformantes fueron recuperadas
durante 45 min en 1 mL de medio SOC (medio SOB suplementado con 20 mM de
glucosa y 20 mM de MgSO,) a 37 °C. Transcurrido este tiempo se centrifugé a 2.500 x
g (Eppendorf, micro centrifuga 5415 D) durante 5 min, se descarté el sobrenadante y
se sembré en placas con medio LB agar suplementado con 100 pg/mL de ampicilina,

para la seleccién de los clones transformantes portadores de los vectores.

6.9.PCR de colonia desde E. coli

El PCR de colonia se realizé picando una colonia aislada en 100 pL de agua
bidestilada, contenida en un tubo de 1,5 mlL y se suspendid mediante vortex.
Posteriormente el tubo fue incubado por 30 min a 95 °C, con agitacion constante en un
termomixer (Thermomixer Compac, Eppendorf). Luego, las ceélulas fueron
centrifugadas a velocidad maxima por 10 min en microcentrifuga, donde el lisado de
células obtenido fue utilizado como molde para realizar un PCR confimativo a partir de
20 L de lisado celular como molde. Las condiciones de PCR utilizadas fueron las
sugeridas por el fabricante “RBC Tag DNA Polymerase” (RBCBioscience, USA). El
programa de PCR utilizado fue: 94 °C durante 3 min, 30 ciclos de 94 °C por 45 s, 56 °C

por 45 s y 72 °C por 2 min 20 s; finalmente una elongacién de 7 min.




6.10.Extraccion de DNA plasmidial y purificacién de bandas

La extraccion y purificacion de DNA plasmidial se realizd utilizando el sistema
“AxyPrep Plasmid Mini Prep Kit" (AxyGen, USA), de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. El DNA obtenido fue cuantificado a través de una electroforesis en gel de
agarosa al 1% en una camara electroforética (BioRad, USA) utilizando TAE 1 X como
tampdn de corrida por 1,5 horas, a 90 V y 140 mA de comiente. Finalmente la
visualizacién y cuantificacién se llevd a cabo mediante la tincién con una solucion de
bromuro de etidio a una concentracién de 1 pg/mL, luego el gel se observé en un
transiluminador UV (Vilbert Lourmat, Francia) y se compararon las intensidades de

bandas obtenidas en contraste con las del patron.

Las bandas o fragmentos de DNA obtenidas mediante producto de PCR, fueron
cortadas desde el gel de garosa y purificadas utilizando el sistema “AxyPrep DNA Gel
Extraction Kit” (Axygen, USA). Los fragmentos de DNA purificados fueron cuantificados

mediante una electroforesis en gel de agarosa segtin lo especificado anteriormente.

6.11.Digestién y ligacion enzimatica

Digestiones enzimaticas simples y dobles se realizaron con las enzimas Smal y
Hindlll (Fermentas, USA) segun las indicaciones del fabricante. La incubacion de las
reacciones fue durante 3 h a 37 °C. Luego de este periodo, se procedié a inactivar las

enzimas incubando la reaccion a 65 °C durante 1 h.

Un protocolo de digestion parcial se realizé segln lo descrito por Campeau
(2009). En éste se digirieron completamente 10 pL del plasmido YEpAct4MX purificado

(como se indica en el punto anterior) en 20 pL finales de reaccién, con la enzima Smal,

durante 1 hora a 37 °C. Una vez completada la primera digestion, se afladieron 72 plL
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de H.O, 8 pL de solucién tampén de la enzima Hindill (“buffer Tango®, Fermentas,
USA), para tener un volumen final de 100 pL manteniéndolo en hielo. Tres alicuotas de
20 pL y una de 10 pL se pusieron en tubos de 1,5 mL nuevos, dejando 30 pL en el tubo
original. A éste se le adiciond 1 pL de la enzima Hindlll y se realizaron asi, diluciones
seriadas de la enzima transfiriendo 10 yL, mezclando entre cada dilucién. Luego de
esto, se incubaron todos los tubos a 37 °C durante 2 min. Los tubos, finalizada la
incubacion, se traspasaron a hielo. Los productos de la digestion parcial, se purificaron
con el sistema “AxyPrep DNA Gel Extraction Kit" y se visualizaron en geles de agarosa

(vease punto anterior).

La ligacién enzimatica se realizé con la enzima T4 DNA Ligase (Promega, USA)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 50 pL, incubacién a 16 °C durante toda la noche, luego 1 hora a 22 °C y

finalmente se almacend el producto a 4 °C hasta su utilizacion.

6.12.Extraccién de DNA plasmidial

La extraccion de DNA plasmidial de la cepa E. coli DH5a B3023, se realizd
utilizando el sistema de extraccion “Plasmid DNA extraction kit" (Favorgen, Biotecht

Corp., USA), segtn indicaciones del fabricante.

6.13.Extraccion de DNA genémico

La extraccidn de DNA genémico de la cepa EC1118 se realizd utilizando el
sistema de extraccion “Wizard®, Genomic DNA purificacién Kit" (Promega, Madison,
USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se realizé un paso previo de digestion

de pared celular. Para ello, se inocularon 5 ml de cultivo YPD, el cual se incubd

durante toda Ia noche a 28 °C. E! cultivo obtenido fue centrifugado a 16.000 x g durante
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5 min. Luego, el sobrenadante fue eliminado y el precipitado suspendido en 285 pl de
EDTA 50 mM, e inmediatamente se adicionaron 15 pl de ‘Zymoliase 100T"; 10 mg/ml
(Seikagaku Corporation, Tokio, Japan), esta mezcla fue incubada durante 2 ha37°C

en un termomezclador (Eppendorf, Termomixer Comfort y Compact) con agitacién a 50

Xg.

La extraccién de DNA total en la cepa EC1118-YAP3E se realizd utilizando el
protocolo anterior, con algunas modificaciones. Se inoculd un tuboe con 5 mL de caldo

YPD con el marcador de seleccion G418 (100 ug/mL) y se incubé durante 24 h.

6.14.Clonamiento del gen YAP3 bajo el promotor de ACT7 mediante la técnica de

recombinacién in vitro con mutagénesis SOE (Splicing by Overlap Extension)

El protocolo de SOE y la construccién de los partidores siguio lo indicado por
Horton (Horton, 1996; Horton, 1997). En el clonamiento del gen YAP3 se utilizé como
receptor el vector YEpAct4MX (Soto, 2010). Para ello se amplificé el promotor del gen
ACT1 (pACT1) y el gen YAP3 con los partidores mutagénicos YAP3a y YAP3b; y
YAP3c y YAP3d respectivamente (Tabla 2), con 'Pfullitra 1I Fusion HS DNA
Polymerase’ (Agilent Technologies, Inc., USA) siguiendo lo indicado por el fabricante
en una reaccién con un volumen final de 100 pL. El programa de PCR utilizado fue: 95
°C por 3 min, 30 ciclos de 95 °C por 20 s, 50 °C por 20 s y 72 °C por 2 min, finalmente
una etapa de 72 °C por 7 min. La visualizacién dei resuitado se realizo en un gel de
agarosa al 1%. Posterior a esta reaccién inicial, los productos de PCR se purificaron
segln lo indicado en la seccién 6.9. Con los productos purificados se realizéd una
subsiguiente reaccién de PCR (SOE) con estos amplicones como moldes. La reaccion

fue la siguiente: 31 UL de H,O bidestilada, 5 pL de 10 x “PfuUltra [l reaction buifer”, 10

uL de un mix de dNTPs (25 mM de cada dNTP), 1 pL de cada DNA y 0,5uL de “Pfu I




fusion HS DNA polymerase”. Esta mezcla se someti6 a 2 ciclos de PCR: 94 °C por 3
min inicial, 2 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s y 72 °C por 3 min. Finalizado el
segundo ciclo, se adicionaron 10 pM de los partidores YAP3a y YAP3d, para finalizar
28 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s y 72 °C por 3 min y 72 °C durante 7 min. El

producto fue purificado segtn lo descrito en la seccion 6.9.

6.15.Secuenciacion plasmidial y herramientas bioinformaticas

Las muestras de plasmidio fueron extraidas de E. coli (concentracion de 100
ng/uL), estas muestras se enviaron a Macrogen, Korea para su secuenciacion con

partidores sentido y antisentido; intemos y externos a la region clonada (Tabla 2).

Posterior al andlisis de los cromatogramas, se realizaron alineamientos de
secuencias nucleotidicas para determinar la secuencia consenso clonada en el
software ‘ContigExpress Vector NTI' version 11.0 (Invitrogen Corporation, CA, USA).
Los analisis de identidad de secuencia {(nucleotidica y proteica) se realizaron con el
software ‘AlignX Vector NTI' versién 11.0 (Invitrogen Corporation, CA, USA). Las
secuencias utilizadas se obtuvieron desde los genomas de S. cerevisiae 288c (Cherry

y col., 2012; Goffeau y col., 1996) y EC1118 (Novo y col., 2009).
6.16.Transformacion de levaduras

6.16.1 Preparacion de células electrocompetentes de S. cerevisiae

La transformacion de S. cerevisiae EC1118 se realizd mediante [a técnica de
electroporacién y se llevo a cabo segun la metodologia descrita por Becker & Guarente
(1991) con algunas modificaciones. Se inoculé un matraz con 50 ml de caldo YPD con
un preindeulo saturado de la cepa en una proporcién 1:100. El cultivo fue incubado a

28 °C hasta que la DOgqg alcanzara entre 1,3 y 1,5. Posteriormente las células fueron
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recolectas por centrifugacién a 4.479 x g (Centrifuga, Hettich) por 5 min a 4 °GC, al
instante las células fueron lavadas dos veces con agua estéril a 4 °C. Un Gltimo lavado
se realizd con 2 ml de sorbitol 1M a 4 °C. Todas las centrifugaciones entre cada lavado
se realizaron a 4.479 x g (Centrifuga, Hettich) por 5 min a 4 °C. Una vez finalizados los

lavados, el sedimento obtenido fue suspendido en 50 JL de sorbitol 1M a 4 °C.

6.16.2 Transformacion por electroporacion

La transformacion se llevd a cabo al mezclar 40 plL de las células
electrocompetentes con 10 pL del plasmido YEpPAct4MX-YAP3E purificado. Se
electroporé segiin las indicaciones descritas en el manual de! equipo de
electroporacion (MicroPulser, Biorad). Rapidamente, se les afiadio6 a las células 1TmL de
sorbitol frio, y se incubaron por 2 h a 28 °C. Transcurrido este tiempo se centrifugd a
2.300 x g {Eppendorf, micro centrifuga 5415 D) durante 5 min para eliminar el
sobrenadante y suspender el sedimento en el medio remanente. La suspension
resultante fue sembrada en placas con medio YPD agar, Sorbitol 1M, suplementado

con 100 pg/mL de G418 para la seleccién de las levaduras fransformantes.

6.17.ldentificacion de levaduras por analisis de restriccion de la regién ITS

La metodologia de identificacion de levaduras por la regién espaciadora
transcrita interna 5.8S (ITS por sus siglas en inglés), la cual consiste en el analisis de
restriccion de la regién ITS 5,85 y regiones adyacentes ITS1 e ITS2, para la
identificacion de especies de levadura; se realizé de acuerdo a lo descrito por Esteve-

Zarzoso y cols. (1999).

Brevemente, células colectadas desde una colonia fresca de levadura se

suspendieron en 100 WL de reaccién de PCR que contenia: 0,5 uM de los partidores




ITS1 e ITS4 (véase Tabla 3), 10 uM de un mix de dNTPs (Fermentas, USA), 1,5 mM
MgCl, vy 1x buffer “RBC Tag DNA Polymerase” (RBC Bioscience, Taiwan). La
suspension se calenté a 95 °C durante 15 min. Una unidad de "RBC Tag DNA
Polymerase” se afiadio a cada tubo y se siguié el siguiente programa: 95 °C por 5 min,
35 ciclos de 94 °C por 1 min, 55,5 °C por 2 min y 72 °C por 2 min, finalmente una etapa
de 72°C por 10 min. Los productos de PCR se digirieron con las endonucleasas Cfol,
Haelll y Hinfl (Fermentas, USA). La visualizacién de los productos se realiz6 en geles

de agarosa 1,4% en 1x buffer TAE.
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7. RESULTADOS

7.1.Fermentacién en mosto sintético de la cepa EC1118 de S. cerevisiae

Anteriormente en nuestro laboratorio se observaron diferencias en la expresion
génica de YAP3 en cepas de vinicas silvestres de S. cerevisiae. Estas cepas (AC114 y
AC19) mostraron un aumento en la expresion relativa de YAP3 en condiciones de
fermentacion vinica al compararse dos condiciones de nitrégeno asimilable en
experimentos con macroarreglos (Contreras y coi, 2012). Sin embargo, este
comportamiento no ha sido estudiado en cepas industriales cominmente utilizadas en
la vinificacién como la cepa EC1118. Es por esto que con el objetivo de relacionar los
cambios en la expresion génica de YAP3 con la disponibilidad de nitrégenc en mosto
sintético durante la fermentacién vinica de la cepa industrial EC1118, se realizaron
evaluaciones fisiolégicas, enoldgicas y la cuantificacién relativa de la cantidad de
transcritoc en condiciones de abundancia de nitrégeno (MS380) y deficiencia de

nitrégeno (MS60).

7.1.1 Evaluacién fisiolégica y enolégica durante la fermentacién vinica en

condiciones de estrés nufricional

Se obtuvo el perfil de fermentacion para la cepa industrial EC1118 en dos
mostos sintéticos que diferian en su concentracién de fuentes nitrogenadas. Los
parametros enolégicos cuantificados fueron YAN, aztcar residual, produccion de etanol
y la pérdida de CO.. La cinética fermentativa de la cepa industrial EC1118 se observa

en la Figura 3 en dos condiciones de cultivo MS380 (circulos negros) y MS60
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(tiangulos grises) durante 336 horas (14 dias). Los tiempos de evaluacion de

parametros de interés se indican en la Figura 3.

El YAN disponible en el mosto a lo largo de la fermentacion se observa en la
Figura 3A, esta es una forma indirecta de inferir el consumo de YAN por la levadura y
se aprecia como su disponibilidad disminuye a lo largo del tiempo. En el caso de MS60,
se ve un consumo estable durante las primeras 48 h, alcanzando valores inferiores al
limite deteccién hacia el final de la fermentacién; mientras que para MS380, se observa
un consumo abrupto/pronunciado durante las primeras 24 h para luego alcanzar un

estancamiento a las 200 h.

El aztcar residual en MS60 sigue un patron similar al consumo de YAN, durante
las primeras 48 h se observa un consumo estable para luego llegar a una
desaceleracién, que culmina con un consumo estable hacia el final de las 336 h,
dejando unos 117 g/L de azlcares en el mosto (Figura 3B). Por ofra parte, el consumo
de azucar en MS380 presenta una aceleracion posterior a [as 24 h y que significa que
el mayor consumo se produce durante las 24 y 100 h, llegando a una desaceleracion y

estancamiento luego de las 200 h con valores cercanos a 7 gil.

A su vez, la produccién de etanol sigue un patrén inverso al consumo de
hexosas, ya que existe una relacién directa entre estos parametros. Para MS60 se
observa un enlentecimiento de la produccién de etanol, en relacion a MS380,
alcanzando los 8,9% v/v de etanol. Para MS380 se observa una produccion estable
luego de las primeras 24 h hasta las 144 h y una desaceleracion de la produccion

posterior a esto, estancandose en un valor alrededor de los 14% v/v de etanol. Las

27




cinéticas de produccion de CO, siguieron patrones muy similares a la produccion de

etanol en ambas condiciones (Figura 3C y D).
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Figura 3: Fenotipos de interés enoldgicos en fermentaciones en MS380 y MS60. Se muestran los

resultados para las fermentaciones en MS380 (circulos negros) y MS60 (tridngulos grises). (A) Nitrogeno

asimilable por la levadura disponible en el mosto (YAN). (B) Azicares residuales lotales, glucosa y

fructosa. (C) Produccion de etanol. (D) Cinética de la liberacion total de CO;. Los tiempos utilizados para la

evaluacion de los fenotipos de interés corresponden a: 0, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 200 y 336

horas. Las barras de etror representan las desviaciones estandar entre replicas de fermentaciones

independientes (n = 3).

En resumen, la cepa EC1118 en el medio MS60 no logré terminar la

fermentacion alcohdlica y mostré las caracteristicas de una fermentacion lenta o
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incompleta. Lo cual se manifesté con niveles bajos de produccion de etanol y niveles
altos de azticares residuales (bajo consumo). Por ofra parte, en el medio MS380, se
logré una fermentacién completa, ya que se alcanzaron niveles de etanol deseados

(superior a 14% viv) y el azlcar residual fue bajo.

Una vez obtenidos los perfiles fermentativos de la cepa EC1118 en ambas
condiciones, se determind la expresion relativa de YAP3, para establecer si existe
regulacién de su expresién asociada a la disponibilidad de nitrégeno durante la

fermentacion vinica.

7.1.2 Niveles de transcritos relativos de YAP3 durante la fermentacién vinica

La expresién relativa del gen YAP3 en la cepa vinica EC1118 se realizé
mediante qPCR, la cual est& normalizada en relacion a la expresién del gen ACTT y
expresada en funcion a la expresion presente a las 6 h (Figura 4). En la condicion de
MS380, se observa un aumento progresivo de la expresion relativa y un pico a finales
de la fase exponencial de la liberacién de CO, a las 200 h. En la condicién de MS&0 se
observan variaciones en la expresion del gen YAP3, pero sélo se observa un pico de
expresion a las 200 horas, con una intensidad mucho menor que en el caso de MS380,
pero que mantiene un nivel alto hacia el final de la fermentacion a diferencia del caso

de MS380.

Estos resultados sugieren que los niveles de transcrito del gen YAP3 son
regulados por la disponibilidad de YAN en el medio, ya que su perfil de expresion varia

en MS380 y MSE0.
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Figura 4: Perfil de expresién de YAP3 en condiciones de nitrégeno normal y bajo. Se muestran los

resultados para las fermentaciones en MS380 (circulos negros) y MS60 (triangulos grises) de la expresion

relativa def gen YAP3 en relacién a las 6 horas. Se utilizé como gen normalizador a ACT. Los tiempos en

los que la expresién relativa fue evaluada coresponden a: 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 200 y 336 horas.

Las barras de error representan las desviaciones estandar entre replicas técnicas (n = 3).

7.2.Creacién de una cepa industrial EC1118 que sobreexprese el gen YAP3

Para generar una cepa de S. cerevisiae EC1118 capaz de sobreexpresar el gen

YAP3 bajo el promotor de ACT1 de manera episomal, fue necesario clonar un producto

hibrido (entre el promotor de ACT7 y el gen YAP3) en la construccidn plasmidial

YEpAct4MX (Figura 5), creado por €l trabajo de Soto
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Hindlll (3240)
KanMX

Promotor P1
“Y—__Promotor AmpR

e
YEpACT4MX mpicilina
7736 pb
Origen pBR322
Origen 2 micras
/ y Partidor M13R
Partidor M13F / "Hindlll (T167)

/
Smal (0) Promotor ACT1

Figura 5: Vector de expresion YEpAct4dMX. Los elementos representados en flechas naranjas sdlidas
corresponden a origenes de replicacion y ‘cassettes’ de resistencia (ampicilina y kanamicina). Los
elementos representados en flechas verde sélidas corresponden a promotores eucariontes. Flechas sobre
el vector corresponden a promotores procariontes. Se representan los sitios de union a partidores de
interés (M13F y M13R). En rojo, los sitios de restriccion pertinentes (nombre de la enzima), el nimero que
acompafia a cada enzima corresponde al sitio de corte luego de linearizar el plasmido con una digestion
completa de la enzima Smal. Los fragmentos que se obtendrian luego de una digestion parcial con la
enzima Hindlll son, de menor a mayor: 569pb, 3240pb, 3927pb, 4496pb, 7167pb y 7736pb. El fragmento
de interés (7167 pb con extremos cohesivos Smal y Hindlll) fue aislado mediante extraccion desde gel de
agarosa. Este vector de expresion fue utilizado para clonar el gen YAP3 y su posterior transformacion en
E.coli. Esquema del vector se generd con el software ‘Vector NTI Advance 11.0° (Invitrogen Corporation,

USA).
7.2.1 Digestion y purificacion del vector YEpAct4MX

Para la obtencion de un vector linear con extremos cohesivos Smal y Hindlll se
realizé la digestion parcial de YEpAct4MX. Esta fue necesaria dado por a la presencia

de 2 sitios de restriccion para la enzima Hindlll (Figura 5). La digestion parcial del
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vector se realizé con la enzima Hindlll, posterior a la linearizacién del mismo con Smal.
Para e! protocolo de digestiones parciales (Campeau, 2009) se utilizaron cantidades
decrecientes de unidades enziméaticas en un tiempo igual para todas las muestras
(Figura 8) y se necesit de un paso de purificacién desde gel de agarosa, para obtener

el fragmento de 7,1kb con los extremos cohesivos pertinentes (Figura 8 carril 4).

Unidades Enzimaticas
pb 10U 5U | 2,5U 1,25U

i

£

o
1 2 3 4 )
Figura 6: Digestiones parciales del vector YEpActdMX con la enzima de restriccion Hindlll.
Diluciones seriadas de la cantidad de enzima Hindlll permitid generar distintos mapas de restriccién. Carril
1: Estandar de peso molecular Lambda DNA/EcoRI+Hindlll (Fermentas, USA); carril 2-5: Digestion con

10U, 5U, 2,5U y 1,25U de Hindlll respectivamente. Las digestiones se llevaron a cabo a 37°C durante 4

minutos.

7.2.2 Construccidén de un producto hibrido entre ACTTy YAP3

Ei producto hibrido se obtuvo mediante la técnica de recombinacién in vitro con

la técnica de mutagénesis SOE (Horton, 1997) la cual permite la recombinacién de dos
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fragmentos de DNA sin depender de sitios de restriccion, y se detalla en Anexo11.3. La
amplificacion del promotor de AGTT (producto de ~500pb) y el gen YAP3 (producto de
~1000pb) se realizaron desde el vector YEpAct4MX y desde una extraccion de DNA de
la cepa EC1118, respectivamente (Figura 7, carriles 2 y 3). Posteriormente se realizé
una reaccién de PCR con los fragmentos purificados para originar el producto hibrido.

(producto de ~1500 pb) (Figura 8, carril 2y 3).

Digestiones dobles con las enzimas de restriccién Hindlll y Smal se realizaron
para el producto hibrido (Figura 8 carriles 2, 3 y 5). La ligacion de! producto hibrido y

del vector se llevé a cabo durante toda la noche en la proporcion 3:1 respectivamente.

e —

s T G

[

pb 1 2 3

Figura 7: Productos de PCR para la construccidn de un producto hibrido. Carril 1: Estandar de peso
molecular Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker (Fermentas, USA); carril 2: YAP3 (1082 pb); carril 3: pACT1

(569 pb)
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Figura 8: Fragmentos de DNA de interés purificados desde gel de agarosa. Producto de SOE
pACT1/YAP3 v YEpAct4MX con extremos cohesivos Smal y Hindlll. Caril 1: Estandar de peso
molecular Lambda DNA/EcoRI+Hindlll; carriles 2-3: Producto hibrido pACT/YAP3, camil 4: Fragmento
YEpAct4MX con extremos cohesivos Hindill/Smal; carril 5: Digestién producto hibrido Hindlll+Smal. Cada

carril fue cargado con 1 pL del products purificado.

7.2.3 Transformacion y comprobacion del vector YEpActdMX-YAP3E en E. coli

DH5a

Células ultracompetentes de E. cofi DH5a fueron transformadas con el producto
de ligacion y crecidas en un medio sélectivo, agar LB con ampicilina. Las colonias
positivas fueron sometidas a comprobacién por PCR de colonia con los partidores
M13F y YAP3R (restultados no mostrados). A las colonias positivas se les extrajo DNA
plasmidial, con la finalidad de realizar comprobaciones posteriores. Una vez aislado el

DNA plasmidial del clon seleccionado, se comprobd la construccion mediante dos
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metodologias: PCR y mapas de restriccion. La primera metodologia utilizd dos parejas
de partidores, la primera con dos partidores del vector externos al inserto (M13R vy
M13F) (Figura 9A carril 2); la segunda pareja, un partidor interno del hibrido
pACT1/YAP3 (YAP3R) y uno externo al vector YEpAct4MX (M13F) (Figura 9A carril 3).
La segunda, consistio en realizar mapas de restriccion con las enzimas Hindlll y Smal,
a partir de los cuales se observaron fragmentos de peso molecular esperados de 1601,

3240 y 3927 pb (Figura 9B).

- + =
© k<) T T
A 5 $ 55
[—— '
E i 1 -
1904 — W
1584 —— sk
1375 —= 5o
4
pbb 1 2 3 pb 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 9: Comprobacion del vector YEpAct4MX-YAP3E mediante PCR y digestiones. A: Carril 1:
Estandar de peso molecular Lambda DNA/EcoRI+Hindlll; Productos de PCR con partidores carril 2: M13F
y M13R vy carril 3: M13F y YAP3R. B: Digestiones de YEpAct4dMX-YAP3E. Carril 1: Estandar de peso
molecular Lambda DNA/EcoRI+Hindlll; carril 2 YEpAct4MX-YAP3E sin digerir; carril 3: Digestion de
YEpAct4MX-YAP3E con Smal; carril 5: Digestion de YEpAct4MX-YAP3E con Hindlll; carril 7: Digestiéon de
YEpAct4MX-YAP3E con Smal y Hindlll; carril 8: Estandar de peso molecular 100pb; carriles 4 y 6: vacios.

Las digestiones se llevaron a cabo a 37°C durante 1 h.
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7.2.4 Secuenciaciones y alineamientos de secuencias nucleotidicas vy

aminoacidicas deducidas

Una vez obtenido el vector YEpAcH4MX-YAP3E, se llevd a cabo una
secuenciacion nucleotidica, para asi corroborar la identidad del gen que se insert6é en
éste. La secuencia obtenida se compard con las reportadas para la cepa EC1118 y de
la cepa modelo S288c. Una delecion Unica en la secuencia nucleotidica de EC1118
genera un codon de término temprano en relacion a la cepa modelo S288c, esta
delecion no se cbserva en el vector YEpAct4MX-YAP3E aislado (Figura 10). Ademas,
los alineamientos de secuencia aminoacidica deducida mostraron que la secuencia de
Yap3p obtenida en este trabajo comparte una identidad de 97,0% con Yap3p de S288¢
y de 86,7% con la reportada de EC1118. De importancia es notar que la identidad de

secuencia de sitios activos en Yap3p se conservan (Figura 10).

Los resultados del analisis de restriccion del pldsmido (con Smal y Hindlll),
junto con la secuenciacién del inserto presente en éste, indican que el vector obtenido
en este trabajo contiene los elementos génicos e identidad deseados. Por lo tanto, se

procedié a transformar a la levadura EC1118 con el vector YEpAct4MX-YAP3E.

7.2.5 Transformacion de la cepa industrial EC1118 con el vector de expresién

YEpAct4MX-YAP3E

El vector de expresion YEpAct4MX-YAP3E se utilizoé para transformar, mediante
electroporacién, células electrocompetentes de S. cerevisiae EC1118. Posterior a la
transformacion, las levaduras fueron sembradas en un medio selectivo que contenia
G418. Las transformantes positivas fueron sometidas a una segunda comprobacion

mediante retrotransformacion (resuitados no mostrados), la cual consiste en aislar el
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DNA total de una colonia positiva de S. cerevisiae y con éste transformar nuevamente

células competentes de E. coli y sembrarlas en LB-agar con el marcador de seleccién

(ampicilina).
1 50
YAP3p (1) MTPSNMDJJNTSGFMKFINPQCQEEDCCIRNLFQEDSKCIKQQPDLLSEQ
S288c YAP3p (1) MTPSNMDJNTSGFMKFINPQCQEEDCCIRNSLFQEDSKCIKQQPDLLSEQ
EC1118 YAP3p (1) MTPSNMDNNTSGFMKFINPQCQEEDCCIRNJLFQEDSKCIKQQPDLLSEQ
51 * ¥k * 100
YAP3p (51) AAPFPILEDQCPALNLDRSNNDLLLONJISPKGSDLOAIQLTPRSGDYS

S288c YAP3p  (51) [JAPFPILEDQCPALNLDRSNNDLLLONNISFPKGSDLOAIOLTPISGDYS

EC1118 YAP3p  (51) [APFPILEDQCPALNLDRSNNDLLLONJISHPKGSDLOAIQLTPRSGDYS
101 150

YAP3p (101) TYVMADNNNNDNDSYSNjNyljsknfc1sPsSrREPSVAHNENVPDDSKAKK

S288c YAP3p (101) TYVMADNNNNDNDSYSNTNYFSKNNGISPSSREPSVAHNENVPDDSKAKK

EC1118 YAP3p (101) TYVMADNNNNDNDSYSNJNy[sxNBcIsPSSrREPSVAHNENVPDDSKAKK
151 200

YAP3p (151) KAQNRAAQKAFRERKEARMKE LODKLLESERNROSLLKEIEELRKANTEI

S288c YAP3p (151) KAQNRAAQKAFRERKEARMKELODKLLESERNROSLLKEIEELRKANTEI

EC1118 YAP3p (151) KAQNRAAQKAFRERKEARMKELODKLLESERNROSLLKEIEELRKANTEI
201 250

YAP3p (201) NAENRLLLRSGNENFSKDIEDDTNYKYSFPTKDEFFTSMVLESKLNHKGK

S288c YAP3p (201) NAENRLILLRSGNENFSKDIEDDTNYKYSFPTKDEFFTSMVLESKLNHKGK

EC1118 YAP3p (201) NAENRLLLRSGNENFSKDIEDDTNYKYSFPTKDEFFTSMVLESKLNHKGK
251 300

YAP3p (251) YSLKDNEIMKRNTQYTDEAGRHVLIVPATWEYLYKLSE

S288c YAP3p (251) YSLKDNEIMKRNTOYTDEAGRHVLTVPATWEYLYKLSE

EC1118 YAP3p (251) YSLKDNEIMKRNTOYTDEAGRHVLIVPATWEYLYKLSEgGTLM-------

YAP3p (301)
S288c YAP3p (301)

EC1118 YAP3p (294) -—---- L —

Figura 10: Alineamiento de secuencias de Yap3p. Las secuencias mostradas se obtuvieron luego de
una traduccién in vitro con el software AlignX de Vector NTI Advance 11.0 (Invitrogen Corporation, USA).
En amarillo se destacan aminoacidos idénticos, en cian se destacan cambios conservados y en rosado,
sustituciones similares. En asteriscos, la region rica en cisteinas N-CRD (21, 26, 27, 39) y C-CRD (306-
307); en negrita, el dominio bZIP (144-207) y la Region basica (1 #7-168); en cursiva, el cierre de Leucina
(172-207). Finalmente, la sefial de exportacion nuclear (NES) (292-300) en negrita nuevamente

(Rodrigues-Pousada y col., 2010).
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Ademas, se realizd un analisis de restriccién de la regién ITS con dos aislados
positivos, denominados MAB1 y MABO (Figura 11), el cual consiste en la comparacién
de un mapa de restriccién con una cepa modelo, para asi comprobar su identidad. Una
vez comprobada la correcta identidad del vector YEpActMX-YAP3E en la cepa EC1118
de S. cerevisiae (la cual denominaremos EC1118-YAP3E de ahora en adelante) fue

posible dar por finalizado el objetivo especifico nimero 2.

ITS MAB1 ITS MABS |TS'S288¢
S Ty s o T T2 sid
c ¢ £ G & ¥ G @ &

1000
800

600
500 +
400

300

200

Figura 11: Analisis de restriccién de la regién ITS para transformantes S. cerevisiae EC1118
YEpAct4MX-YAP3E. Sobre los paréntesis se indican los nombres de la cepa §. cerevisiae, utilizadas para
cada reaccién. MAB1 y MAB9 comesponden a los transformantes positivos de la cepa EC1118-YAP3;
S288c corresponde a una cepa de laboratorio modelo de S. cerevisiae. Carril Std: Estandar de peso
molecular 100pb; Carril -: contro! negativo; Carril Cfol, Haelll, Hinfi: digestién del amplicon con la enzima

de restriccion Cfol, Haelll, Hinfl respectivamente.
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7.3. Fermentacion en mosto sintético de la cepa EC1118-YAP3E de S. cerevisiae

Una vez obtenida la cepa EC1118 transformante, y con el objetivo de observar
el efecto de la sobreexpresién del gen YAP3 durante la fermentacidén vinica, se
procedio a realizar una fermentacién en mosto sintético MS380 de las cepas EC1118
nativa {control positivo), la cepa EC1118-MX (transformada con el vector vacio) y la
cepa EC1118-YAP3E (véase Tabla 1), para asi comparar los parametros enolégicos
de estas cepas y las diferencias que éstas presentan. De esta manera se obtendria
informacién indirecta sobre el posible rol del gen YAP3, en el consumo de fuentes
nitrogenadas como también en el fenotipo vinico. Se utilizé un medio rico YAN (MS380)
ya que éste nos permitirda observar diferencias en su consumo, a diferencia de un
medio bajo en YAN (MS60), el cual no lograria una fermentacion completa y

probablemente depletaria el medio de YAN.

Para lograr lo anterior se realizaron fermentaciones para cada cepa en
volimenes de 12 mL, de las cuales se registro la cinética de pérdida de CO, durante
20 dias. Asimismo, se cuantificaron durante la fermentacion (6, 24, 144 y 480 h) los
parametros enoldgicos azlcar residual, aminoacidos y amonio, etanol y &cidos
organicos, en cuadriplicado y en quintuplicado a las 480 horas, mediante HPLC. Estos
parametros se cuantificaron ya que tienen importancia en el proceso fermentativo y
alteran las caracteristicas organolépticas del producto final. Ademas, se analizé el
consumo de aminoacidos y amonio individualmente en este objetivo, lo que permitié
observar con mayor detalle los cambios en el consumo de fuentes nitrogenadas que la

sobreexpresidn de YAP3 gener6 en la cepa industrial.
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7.3.1 Evaluacidn fisiolégica y enolégica durante la fermentacion vinica de la

cepa EC1118-YAP3E

Las curvas de pérdida de CO; para las tres cepas utilizadas, se comportan de
manera similar, éstas comienzan con una fase de latencia breve, hasta
aproximadamente 12 h, luego presentan un aumento en la tasa de liberacion de CO;
hasta las 240 h y finalmente una desaceleracion (Figura 12A). No se presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre la cepa control y EC1118-MX. Sin
embargo, la cepa EC1118-YAP3E liberé mayor cantidad de CO. y presenié diferencias
estadisticamente significativas con las cepas EC1118 y EC1118-MX (desde las 288

horas y 312 horas, respectivamente, hasta el final de la fermentacion).

La produccién de acidos organicos en punto final (480 horas) no presentd
diferencias para los acidos citrico y mdlico (bajo el limite de deteccion), ni succinico.
Sin embargo, si hubo diferencias para los acidos lactico y acético (Figura 12B) y
glicerol. La trehalosa, no presenté diferencias; glucosa y fructosa, fueron consumidos
en mayor cantidad por la cepa EC1118-YAP3E en relacién a las demas cepas, estas
variaciones tuvieron significancia estadistica (Figura 12C). Por otra parte, la produccion
de etanol no presentd diferencias estadisticamente significativas entre las cepas al final

de la fermentacién, y sus valores fluctuaron entre 12 y 16,7% v/v (Figura 12B).

Por lo tanto, la cepa EC1118-YAP3E mostré una liberacion mayor de CO; y
consumo de azucares, lo que se fraduciria en una fermentacidn mas rapida que el

resto de las cepas.
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Figura 12: Cinética de pérdida de CO, durante la fermentacidn y fenotipos finales de interés
enolégico en mosto sintético MS380. A: Liberacion de CO. acumulada (en g/L) para las fermentaciones
en MS380 de las cepas EC1118 (w), EC1118-MX (A) y EC1118-YAP3E (). En asleriscos (") se sefiala
el comienzo de diferencias estadisticamente significativas en la liberacion de CO; de la cepa EC1118-
YAP3E con la cepa EC1118 (288 h) y, ("**) con la cepa EC1118-MX (312 h). B: Azlicares residuales {en
g/L) presentes luego de 480 horas de fermentacion (glucosa, fructosa y glicerol) C: Acidos organicos
(acidos succinico, lactico, acético), trehalosa (en mg/L) y etanol (en % viv) presentes a las 480 horas para
las cepas EC1118, EC1118-MX y EC1118-YAP3E. Las barras de error representan la desviacién estandar
para replicas de fermentaciones independientes {n = 5), Las diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre las cepas se calcularon mediante una comparacién multiple de muestras con el fest de
intervalos de Fisher LSD (least significant different’) cada fralamiento fue aplicado por hora entre las

cepas. Grupos homogéneos (sin diferencias significativas) se representan con letras mintsculas (a, b, c).
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7.3.2 Evaluacion del consumo de fuentes nitrogenadas durante la fermentacién

vinica

La cinética de consumo de fuentes nitrogenadas fue evaluada en 4 puntos
durante la fermentacion (6, 24, 140 y 360 h de fermentacién). Prolina, presenté
problemas de deteccion con la metodologia utilizada y no es parte de los analisis
presentados a continuacion. De las 18 fuentes nitrogenadas analizadas y luego de
determinar los perfiles de consumo para cada cepa y compararlos entre elios, fue
posible observar una preferencia por ciertas fuentes nitrogenadas de manera
secuencial, como también un consumo bajo o nulo e incluso, la liberacién de algunas

de éstas al mosto sintético (Anexos 11.4).

Los aminoacidos y el amonio fueron agrupados segtn su cinética de consumo,
utilizando el criterio de cuando se consumid mas del 50% durante la fermentacion y si
fueron consumidos o liberados hacia el final de la fermentacidn. Bajo este criterio y
utilizando la cepa EC1118-YAP3E como estandar, se generaron 4 grupos, temprano,
medio, tardio y erratico. Lisina, aspartato y glutamato fueron consumidos temprano,
esto significd que a las 24 h sus niveles en el medio ya habfan sido depletados en un
50%. Amonio, metionina, fenilalanina, tirosina, leucina, histidina e isoleucina fueron
consumidos en un tiempo medio, consumidos en un 50% a las 144 h. Glutamina,
tirosina, valina, treonina y serina fueron consumidos de manera tardia, lo que significé
que a las 360 h habian sido consumidos en alguna medida. Finalmente, arginina,
glicina, cisteina y alanina presentaron un incremento en relacién a la concentracion

inicial luego de las 360 h (en la Figura 13 se muestra un representante de cada grupo).
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Figura 13: Cinética de consumo de aminoécidos y amonio durante la fermentacién en MS380.
Concentraciones residuales de &cido aspartico, amonio, glutamina y glicina. Cada fuente nitrogenada
representa a uno de los grupos descrifos de acuerdo a su cinética de consumo (temprano, medio, tardio y
erratico). Las diferencias significativas entre las cepas EC1118, EC1118-MX y EC1118-YAP3E, para cada
tiempo indicado (6, 24, 144 y 480 h). Las barras de error representan la desviacién estandar para replicas
de fermentaciones independientes (n = 5). Las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre
las cepas se calcularon mediante una comparacion multiple de muestras con el test de intervalos de Fisher
LSD (least significant different’), cada tratamiento fue aplicado por hora entre las cepas. Grupos

homogéneos (sin diferencias significativas) se representan con letras mintsculas (a, b, ¢).
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Si bien existieron diferencias significativas entre la disponibilidad de
aminoacidos y amonio entre las cepas de interés a lo largo de la fermentacién, no
existid6 un cambio importante reconocible en el consumo de ninguno de éstos. No
obstante, existen tres comportamientos destacables al comparar todas las fuentes
nitrogenadas consumidas. El primero corresponde a una consistente mayor
disponibilidad de fuentes nitrogenadas (16 de las 19) para la cepa EC1118-YAP3E en
las primeras 6 horas de fermentacion, que se traduce en un menor consumo de éstas
(Esto se ve ilustrado en la Figura suplementaria 6). El segundo, a las diferencias
significativas en las cantidades disponibles de fuentes nitrogenadas a las 480 h de
fermentacién, ya que esto impacta las caracteristicas organolépticas de un producto
final en la fermentacién vinica. Los aminoacidos que presentaron dichas diferencias
corresponden a glutamato, triptéfano y lisina (menos consumidos por EC1118-YAP3E
con respecto a EC1118) e histidina, glutamina, treonina, alanina, tirosina, valina,
cisteina, isoleucina y fenilalanina {(mas consumidos por EC1118-YAP3E). Finaimente,
el perfil de consumo de la cepa EC1118-MX, luego de las 144 h, muestra la tendencia
a tener niveles de fuentes nitrogenadas disponibles con mayor similitud a la cepa

EC1118-YAP3E en relacién a la cepa nativa EC1118 (Anexo 11.4).
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8. DISCUSION

Yap3p es un factor de transcripcion perteneciente a la familia YAP de
activadores de dedos de zinc, esta familia ha sido asociada a la respuesta de estrés
general en cepas de laboratorio. Sin embargo, la funcién de Yap3p no ha sido asociada
a ningtn tipo de estrés en estudios en cepas de laboratorio ni vinicas y su funcién es

desconocida (Fernandes y col., 1997; Rodrigues-Pousada y col., 2010).

8.1.YAP3 en condiciones de estrés nttricional

Observaciones en estudios transcriptomicos, reportan que el gen YAP3
responde a la escasez de fuentes nitrogenadas durante el proceso de fermentacién
vinica, aumentando su expresiéon relativa en cepas vinicas nativas. A su vez, en
experimentos de microarreglos de dos canales y al comparar cepas con distintos
requerimientos nutricionales, relacionados a la fuente nitrogenada preferida, se
observaron variaciones en los niveles de expresion de YAP3 (Contreras y col., 2012).
En otro estudio, en el cual midieron el patron de expresion global frente a transiciones
ambientales en cepas de laboratorio de S. cerevisiae se reportd que ante Ila
disminucién drastica del nitrégeno después de un cambio del medio de cultivo, el gen
YAP3 muestra una sobreexpresion durante las primeras cuatro horas (Gasch &
Wemer-Washbume, 2002). La escasa informacion existente sobre a cudles estimulos
los niveles de expresién de YAP3 estan sujetos, no han permitido inferir ni estudiar su
funcién biolégica anteriormente. Sin embargo, los cambios en la expresion de YAP3
observados frente al estrés nutricional relacionado a la disponibilidad de fuentes

nitrogenadas en el medio (amonio y aminoacidos) se presenta como una forma
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atractiva para el estudio de su rol en el proceso fermentativo. Este seminario de titulo
se enfocd en el rol de Yap3p en el consumo de fuentes nitrogenadas en condiciones de
estrés nutricional durante la fermentacion vinica, en particular en la cepa industrial S.
cerevisiae EC1118. El uso de esta cepa es interesante, ya que es una de las cepas
industriales mas frecuentemente utilizadas como iniciador de la fermetacién a nivel
mundial y ha sido extensamente utilizada como una cepa vinica modelo (Rossignol y

col., 2003).

Para observar el comportamiento del gen YAP3 en la cepa EC1118, se
realizaron fermentaciones en mosto sintético, en condiciones de suficiencia y escasez
de nitrégeno asimilable. Las fermentaciones muestran el progreso del consumo y
produccién de metabolitos de interés enoldgico, los cuales reflejan un resultado
esperado en ambas condiciones. La escases de fuentes nitrogenadas, como lo refleja
la fermentacién en MS60, ha sido ampliamente reportada como una de las principales
causas de fermentaciones lentas o incompletas en la industria (Blateyron &
Sablayrolles, 2001). Correlaciones entre la cantidad de CO, liberado y la cantidad
inicial de YAN; y la cantidad de glucosa consumida y etanol producido han sido
reportadas con anterioridad (Bely y col.,, 1990a). Donde a mayor cantidad de CO,
liberado, se espera una mayor cantidad inicial de YAN; y a mayor cantidad de az{icares

consumidos, mayor produccion de etanol, como se observa en este trabajo.

Se observa que el gen YAP3 tiene un perfil de expresion que depende de la
fase en la curva de produccién de CO, y de [a concentracién de nitrégeno asimilable,
un comportamiento que indica la existencia de regulacién de la expresién de este gen
frente a [a disponibilidad de nitrégeno en la cepa EC1118 y se comportaria de manera

diferente en las condiciones utilizadas, ya que el agotamiento de nitrégeno, la
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adaptacion al proceso fermentativo y el estrés nutricional en ambas condiciones no es
el mismo. Cambios a nivel global de expresion de un 70% del transcriptoma de S.
cerevisiae, en condiciones de microvinificacion, en diferentes concentraciones de
nitrégeno inicial han sido descritos por Mendes-Ferreira y col. (2007). Sin embargo, la
regulacién y sobreexpresion de YAP3, no han sido reportados con anterioridad en esta
cepa hi en condiciones similares. Esto se puede deber, por ejemplo a que si bien la
cantidad de estudios transcriptémicos en cepas de interés enolégicos va en aumento
(Rossouw & Bauer, 2009), dicha informacion puede ser pasada por alto como un falso
negativo o, simplemente, dejada de lado al presentar una cantidad enorme de
informacion a la vez. No obstante, los estudios realizados con tecnologias de este tipo
(‘omics’) son de gran importancia en el entendimiento e investigacidon de organismos y

dan una mirada exhaustiva de la fisiologia de las levaduras.

En relacion a la construccion del vector de sobreexpresion, el promotor de
actina (ACT?) utilizado como promotor constitutivo en esta fermentacién vinica, ha side
estudiado con anterioridad y comparado con otros promotores utilizados normalmente
en levaduras de laboratorio. En dicho estudio se describié como las condiciones de
microvinificacién alteran la expresion de estos genes, expresandose solo en los
primeros dias en cepas de levadura vinica; por otro lado, ACT1 se presentd como un

buen promotor candidato de expresidn constitutiva (Puig y col., 1996).

Con respecto a la utilizacién de KanMX como marcador de seleccién, Karim y
col. (2013) caracterizaron los efectos en la tasa de crecimiento de una baterfa de
plasmidos, variando su tamario, su promotor, su marcador de seleccidn y su origen de
replicacion en S. cerevisiae. Sus resultados indican que el factor que mayor impacto

tiene en la tasa de crecimiento es el marcador de seleccidn, a pesar de esto, también
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informan que KanMX es el marcador que presenta la menor variacion. Esto es
importante a la hora de disefiar ptasmidos que impacten en bajos niveles la habilidad
de la cepa en producir resultados esperados, como lo es en las aplicaciones

industriales y, en nuestro caso, la fermentacién vinica.

La secuencia nucleotidica de YAP3 en el genoma de la cepa EC1118 reportada
por Novo y col. (2009) presenta un ‘gap’ en el nucledtido 863, este cambio de marco de
lectura produce un codén de término anticipado en el producto final de Yap3p,
generando una proteina trunca que no posee la sefial de exportacién del ntcleo (NES)
predicha por Rodrigues-Pousada y col. (2010). Esta mutacién podria afectar la
localizacion y por consiguiente la funcionalidad o actividad de la proteina Yap3p en la
cepa industrial EC1118. No obstante, es importante notar que la validez de un dominio
NES necesita ser corroborada experimentalmente, ya que no solo basta una prediccion

desde la secuencia consenso (la Cour y col., 2004).

Ahora bien, duranie la construccion del vector de sobreexpresion YEpAct4MX-
YAP3E y para nuestra sorpresa, se encontraron diferencias con la secuencia reportada
de YAP3 de la cepa EC1118. El alelo secuenciado por nuestro laboratorio no presenta
el antes mencionado ‘gap’ e incluso reporta una identidad de secuencia mayor con la
cepa de laboratorio S288c (Figura 11). Este resultado podria sugerir la presencia de un
locus heterocigoto en la cepa EC1118, lo cual es interesante desde el punto de vista
funcional de la proteina Yap3p, ya que uno de los productos génicos de estos alelos
podria presentar mayor actividad en relacién al otro. Esto se podria corroborar con
experimentos de localizacion celular, utilizando marcadores de fusidn como la proteina

fluorescente verde y nuevas secuenciaciones del gen.
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8.2.YAP3 como posible activador en rutas de regulacién de nitrégeno

Para determinar con mas detalle el rol que podria tener el factor transcripcional
Yap3p en el consumo de fuentes nitrogenadas durante la fermentacién vinica, se midio
de forma independiente el consumo de cada aminoacido y amonio (no como YAN). De
esta manera se podria evaluar si YAP3 afecta de forma directa el consumo y, por
consiguiente, altera la activacion de una ruta o gen responsable en el consumo de

fuentes nitrogenadas durante la fermentacién.

L os parametros enoldgicos obtenidos de las cepas de S. cerevisiae EC1118,
EC1118-MX y EC1118-YAP3E al final de la fermentacién, presentan una variacién
importante en el consumo de hexosas (glucosa y fructosa) siendo la cepa con mayor
consumo, EC1118-YAP3. Este resultado no se ve reflejado en una mayor produccion
de etanol (Figura 13) ni biomasa (resultados no mostrados) pero se le podria atribuir al
aumento en la liberacion de CO,. Los demas acidos organicos no presentan diferencias
significativas importantes en su concentracién, manteniendo las caracteristicas

enologicas deseadas en la cepa.

Al considerar las cinéticas de consumo y utilizar como parametro de
comparacion una depleciéon del 50% de la fuente nitrogenada, fue posible establecer
cudles fuentes son preferidas en relacion al reste (Figura 13). Las permeasas
encargadas del consumo temprano de amininoacidos (aspartato, glutamato, metionina,
fenilalanina, tirosina, leucina, histidina, glutamina, treonina y serina) son reguladas por
el sistema SPS y se expresan al comienzo de la fermentacidon segun lo descrito por
Crépin y col. (2012). Sin embargo, observamos que algunos de estos aminoacidos
fueron consumidos de manera tardia en todas las cepas, este fendmeno se le puede

atribuir a la alta cantidad de YAN disponible en el medio, el cual no fue consumido en
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su totalidad. La sobreexpresion de Yap3p no tuvo un impacto aparente en la
preferencia global de fuentes nitrogenadas. Alanina, arginina y glicina han sido
reportadas con anterioridad como las dltimas fuentes asimiladas y como fuentes
asimiladas solo después de Ia deplecién de los demas compuestos nitrogenados. Esto
se explica por la represion de la proteina de transporte Gap 1p por mecanismo de NCR,
que se ha observado reprime la expresion de Gap1p durante las primeras etapas de la
fermentacion vinica (Beltran y col., 2004; Crépin y col., 2012). Lo anterior justificaria el
porqué estas fuentes no fueron consumidas durante la fermentacién en un mosto
sintético rico en nitrégeno. La cisteina también es reportada usualmente como uno de
los aminoacidos sintetizados en fermentaciones vinicas terminadas y se ha sugerido
que este mecanismo podria ser el resultado de la reoxidacion de NAD(P)H para
mantener un balance redox normal en las etapas tardias del ciclo celular (Valero y col.,
2003). Cabe destacar que los resultados se obtuvieron solo en 4 puntos durante la
fermentacion. Seria interesante ahondar en [a cinética de consumo de fuentes
nitrogenadas analizando una mayor cantidad de tiempos a lo largo de la fermentacion,
como también, realizar fermentaciones con distintas cantidades de YAN y observar la

participacion de YAP3 en estas condiciones.

La tendencia observada en 16 de los 19 aminoécidos y en amonio durante las
primeras 6 h; y en 10 de 19 a las 24 h, de un menor consumo en la cepa EC1118-
YAP3E podria ser explicada debido a la presencia de un plasmido en la cepa y la carga
génica que éste puede conferirle a la cepa. Sin embargo, dicha explicacidn se puede
descartar al comparar la cepa EC1118-MX y EC1118-YAP3E, donde la tendencia se
mantiene. Este resultado sugiere entonces una posible interaccién de Yap3p con

alguno de los mecanismos de regulacion del metabolismo del nitrogeno, como por
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ejemplo del sistema SPS, alterando su capacidad de censar o transportar las fuentes
de nitrégeno disponibles en el medio. Interesantemente, la tasa de liberacion de CO;
durante las primeras horas no se vio afectado por este fendmeno {no muestra una
menor [iberacién). Futuras exploraciones con la cepa EC1118-YAP3E podrian
centrarse en las primeras horas de la fermentacion vinica para lograr un mayor

entendimiento de los genes que este activador transcripcional regula.

Al observar individualmente cada fuente nitrogenada, es importante destacar
que los resultados obtenidos no corroboran lo observado por Contreras y col. (2012},
los cuales indican una posible regulacion del consumo de nitrdgeno por parte de
Yap3p. La cepa EC1118-YAP3E no presentd diferencias de consumo en los estadios
finales de la fermentacion en relacion a la cepa nativa. Esto se podria explicar dado la
diferencia en los modelos experimentales de ambos frabajos. Las variaciones
observadas en el trabajo de Contreras y col. (2012) son respuestas globales en cepas
nativas vinicas en diferentes condiciones, mientras que los resultados observados para
EC1118-YAP3E son solo en una condicion. Las diferencias observadas en los puntos
finales de aminoacidos, es variada y altamente compleja, atribuir estos resultados a
una ruta especifica de regulacion de fuentes nitrogenadas es una tarea que requeriria

una mayor cantidad de estudios funcionales en variadas condiciones.

Finalmente, el desarrollo de herramientas bioinformaticas permite la prediccién
y un mejor disefic experimental a la hora de investigar genes con funcionalidad
desconocida. Por ejemplo, utilizando la base de datos disponible BioGRID, un
repositorio general de set de datos para interacciones génicas (Stark y col., 2006), se
infieren ciertas vias en las cuales Yap3p podria participar como activador

transcripcional. Esta muestra que Yap3p esta asociado con proteinas encargadas de la
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fosforilaciéon de otros blancos. El estudio de estos genes blancos en una mutante nula
de YAP3, durante una fermentacién vinica y en condiciones con distinto nitrégeno
disponible, seria de gran interés para observar las posibles rutas que este gen afecta y

ver si su capacidad fermentativa se ve afectada.
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9. CONCLUSIONES

La expresion del gen YAP3 se ve modulada por las condiciones de estrés
nutricional de fuentes nitrogenadas en la cepa EC1118 y el modelo de fermentacion
vinica se presenta como una alternativa interesante al realizar estudios de estrés

nutricional.

La secuencia nucleotidica del gen YAP3 en la cepa EC1118 difiere de manera
importante a la reportada en la literatura, la cual posee un cambio en el marco de
lectura que genera una proteina trunca de 293 residuos en comparacion a la obtenida

de 330 residuos.

La sobreexpresion del gen YAP3 altera el consumo de fuentes nitrogenadas al
menos durante las primeras 24 horas de la fermentacidn vinica en relacién a una cepa

nativa.
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11. ANEXOS

11.1.Mosto sintético MS380.

Para la elaboracion del mosto sintético descrito por Rossignol y cols (2003), se
prepararon 5 soluciones independientes las cuales se detallan a continuacién. La
esterilizacion de cada una de ellas se realiza de manera separada y se indica al final
de cada tabla en cursiva. Una vez todas mezcladas, el pH del mosto sintético es

ajustado a 3,3 para simular jugo de uva natural.

Tabla suplementaria 1: Concentraciones de aziicares para MS380

Azicares g/L
Glucosa 125
Fructosa 125
Autoclave

Tabla suplementaria 2: Concentraciones de sales para MS380

Sales mg/L
KH.PO, 750
K>S0, 500
MgSO, x 7H.0 250
CaCl; x 2H,0 165
NaCl 200
MHSO4 X H20 4
ZnS0O, 4
CuSQ, x 5H,O 1
Kl 1
CoCl; x 6H.0 0,4
H3BO; 1
NaMoO, x 2H;0 1
Autoclave
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Tabla suplementaria 3: Concentraciones de vitaminas para MS380

Vitaminas mg/L
Mic-inositol 20
Acido nicotinico 2
Panteonate de calcio 1,5
Tiamina HCI 0,25
Piridoxina HCI 0,25
Biotina 0,003
Filtracion

Tabla suplementaria 4: Concentracidn de aminoacidos para MS380

Aminoécidos mgiL
NH,CI 460
L-Acido Glutamico 120,4
L-Acido aspartico 44.5
L-Histidina 50
L-Lisina 24
L-Arginina 503,5
L-Glutamina 505,3
L-Serina 78,5
L-Cisteina 13,1
L-Glicina 18,3
L-Metionina 314
L-Alanina 145,3
L-Treonina 7592
L-Leucina 48,4
L-Valina 44,5
L-Fenilalanina 37,9
L-Isoleucina 32,7
L-Tircsina 18,3
L-Prolina 612,86
L-Triptéfano 179,3
Filtracion

Tabla suplementaria §: Concentracién de factores de anaerobiosis para MS380

Factores de

anaerohiosis mg/L
Oleato de Sodio 5
Ergosteral 15
Sonicado
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11.2.Titulacién por formol (método de Sérensen)

El principio del método Sérensen, se basa en el bloqueo de la funcién amina
por la adicién de un exceso de formol. El derivado formado contiene el carboxilo de los
aminoacidos, pero no posee el grupo basico (NH.), por lo tanto, se produce un
descenso en el pH el cual se puede titular con hidréxido de sodio. Ademas, bloguea al

NH,*, y por ende la medida obtenida es la suma de nitrégeno aminado y amoniacal.

Para su medicion, las muestras de mosto sintélico fermentado se diluyeron en
un factor conocido con agua destilada, luego ajustadas a pH 8,0 con una solucion de
NaOH. Una vez alcanzado este valor de pH se adicionaron 800 uL de formaldehido, el
cual fue ajustado a pH 8,0 previamente. Finalmente la solucidén obtenida se tituld con
hidréxido de sodio, previamente titulada a una concentracidbn normal conocida
([NaOH]). Se utilizé un medidor de pH modelo HI-8321, Hanna Instruments, USA. La
concentracion de nitrogeno asimilable se calculé con la siguiente ecuacion (Filipe-

Ribeiro & Mendes-Faia, 2007).

mg N) _ [(vol.NaOH) X (conc. NaOH) X 14 x 1000 X Factor de dilucién ]

YAN
( L Volumen titulado de muestra
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11.3.Esquematizacion de la técnica de SOEing molecular
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Figura suplementaria 1: Producto mutante AD. Mutagénesis sitio dirigida por SOE. Hebras de DNAy
partidores sintéticos se representan en lineas, con flechas indicando la orientacion 5'-3'.La mutacién se
representa con un circulo solido. Los partidores se etiquetan con letras en mintsculas. Los productos de
PCR se nombran con pares de letras en maylscula que corresponden a los partidores usados para
generarlos. La especie intermedia, encerradas entre corchetes, se forma por la hibridacion en [a regién de
solapamiento, El solapamiento se extiende desde el extremo 3' de cada hebra por una polimerasa para
generar un producto hibrido que puede ser amplificado por los partidores a y d. Modificado de Horlon

{1996).
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11.4.Consumo de fuentes nitrogenadas agrupadas por consumo temprano,

medio, tardio y erratico durante la fermentacién alcohdlica.
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Figura suplementaria 2: Cinética de consumo de amincacidos de manera temprana durante la
fermentacion en MS380. Las diferencias significativas enfre las cepas EC1118, EC1118-MX y EC1118-
YAP3E, para cada tiempo indicado (6, 24, 144 y 480 h), se muestran como grupos homogéneos
representados con letras mintsculas (a, b, ¢) para las cantidades de aminoacido disponible en el medio
{fuente nitrogenada indicada en los titulos). Las barras de error represenian la desviacién estandar para
replicas de fermentaciones independienles (n = 5). Las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
entre las cepas se calcularon mediante una comparacion mditiple de muestras con el test de intervalos de
Fisher LSD (least significant different), cada tratamienio fue aplicado por hora entre las cepas. Grupos

homogéneos (sin diferencias significativas) se representan con letras mindsculas (g, b, ¢).
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Figura suplementaria 3: Cinética de consumo de aminoacidos en el grupo medio durante la
fermentacidn en MS380. Las diferencias significativas entre las cepas EC1118, EC1118-MX y EC1118-
YAP3E, para cada tiempo indicado (8, 24, 144 y 480 horas) recibieron el mismo {ratamiento que la figura

suplementaria 2.
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Figura suplementaria 4: Cinética de consumo de aminoadcidos de manera tardia durante la
fermentacidon en MS380. Las diferencias significativas entre las cepas EC1118, EC1118-MX y EC1118-

YAP3E, para cada tiempo indicado (6, 24, 144 y 480 horas) recibieron el mismo tratamiento que la figura

suplementaria 2.
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Figura suplementaria 5: Cinética de consumo de aminodcidos de manera erritica durante la
fermentacién en MS380. Las diferencias significativas entre las cepas EC1118, EC1118-MX y EC1118-
YAP3E, para cada tiempo indicado (8, 24, 144 y 480 horas) recibieran el mismo tratamiento que |z figura

suplementaria 2.
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11.5.Cinética de consumo del YAN total
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Figura suplementaria 6: Cinética de consumo del YAN total durante la fermentacion en MS380.

Figura ilustrativa que se construyd sumando el aporle promedio de nitrdgeno de cada fuente cuantificada

(aminoacidos y amonio) en los tiempos determinados a lo largo de la fermentacion (6, 24, 144 y 480

horas).
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