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BloGRAFIA

Un  homocigoto  biol6gico.  Asi  lo  defini6  su

"4;    `amigo' el  Dr. Tito Ureta.  Hijo unico de dos bi6logos

fr    de  formaci6n,   bioquimico   y  genetista   de   pasi6n,

fue  nacido  y  criado  al  alero  de  la  Universidad  de

Chile,  desde  aquel   Mi6rcoles  6  de  Diciembre  de

1989 en el  hospital J.  J. Aguirre,  pasando por esos

infantiles  paseos  al   Laboratorio  de   Bioquimica  y

Biologia  Molecular de la Facultad de Ciencias.

Su  formaci6n  basica  se  dio en  Nuf`oa,  entre  su  casa,  la  de  sus  abuelos  y  el

colegio  Heinrich  High  School  (ubicado  a  pasos  de  la  Facultad),  en  donde  ademas  de

ser un alumno destacado particip6 en el equipo de basquetbol.  Posteriormente, y en un

principio   contra   su   voluntad,   parti6   a   probar  suerte   al   glorioso   lnstituto   Nacional

General Jos6 Miguel Carrera,  donde termin6 de formarse no s6lo como estudiante sino

que tambi6n como ciudadano.  Siempre con la tanica azul bajo la ropa ordinaria, y como

todo buen  institutano,  la Universidad de Chile era el  dnico  lugar al que aspiraba.

No  s6lo  una  tunica  azul,   sino  que  una  camiseta  y  un  coraz6n  azul,   lo  han

identificado  siempre.  Hincha  ferviente  de  la  U,  ha  vibrado  con  su  equipo  en  buenas y

malas,  y  ha  sufrido  como  los  hinchas  azules  estan  destinados  a  sufrir.  Esta  pasi6n  la

ha   compartido   con   su   padre   en   cada   visita   al   Nacional,   asi   como   tambien   han

compartido  aquella  por  la  musica,  ya  sea  yendo  a  la  Opera  en  familia  o  en  especial

disfrutando  del  buen  Rock  clasico,  ademas  de  la  pasi6n  por  el  conocimiento,  esa  de

largas  conversaciones  sobre   Biologia  y  Filosofia,   sobre   Fisica  y  Literatura.   Par  su

parte,   su   madre   ha   sido   siempre   ese   necesario   cable   a   tierra,   esa   necesaria

conversaci6n cotidiana, ese insustituible enfocarse para una mente dispersa.



Los afros de colegio y Universidad, de estadio y de conciertos, se ham mezclado

con su otra pasi6n:  el  Escultismo.  En su colegio de nifiez ingres6 al  Grupo Guia-Scout

Heinrich,  en el que ha transitado por todas las  Unidades tanto como  Beneficiario como

Dirigente,  y el  cual  un dia  lo  llev6 al Jamboree  Mundial  en  lnglaterra a  celebrar los  100

afios  del  Movimiento  Scout.  EI  ser Scout  lo  molde6  e  hizo  crecer como  persona,  y  le

ensefi6  el  valor  incalculable  de  ser  amigo  de  sus  amigos  y,  por  sobre  todo,  de  sus

amigas.  EI amor en cambio le fue esquivo,  ahi y en todo lado,  pero finalmente lleg6 en

su querida Universidad con la mejor de las personas, otra orgullosa hija de Bello.

Su abuelo quiso que fuera  Marino,  pero de pequefio decidi6 que despertarse a

las 5 am a ducharse con agua helada no parecia un futuro confortable.  Sus padres por

su parte le inculcaron tanto ]a  Biologia como la idea de no ser bi6logo. Y Ies hizo caso:

en vez de eso, estudi6 biotecnologia.  En parte por el gusto por la Biologia, en parte por

el desafio, y en parte por lo cercano a su casa.  La Facultad de Ciencias lo acogi6 como

tantas  veces  de  nifio  ahora  como   un  verdadero  hijo,   y  el   le  respondi6   como  tal.

Nuevamente se dedic6 al deporte,  esta vez atletismo,  compitiendo en diversos torneos

en  casi  cada  prueba  existente.  Mejor  puntaje  en  su  afio  de  ingreso  a  la  Facultad,

termin6  la  licenciatura  con  distinci6n  maxima y  como  el  mejor de  su  generaci6n.  Tras

un aFio sabatico reflexivo en que comenz6 a incursionar como ayudante en su Facultad

y en el Programa Academico de Bachillerato, y como docente en la Universidad Andfes

Bello,   decidj6   ir   a   probar   suerte   al   Laboratorio   de   Biotecnologia   y   Microbiologia

Aplicada de  la  USACH,  el  cual  le abri6 sus  puertas,  lo  llev6  a  un  congreso,  y ahora le

permite terminar con  exito  su  Seminario  de Titulo  para  optar al  titu[o  de  lngeniero  en

Biotecnologia Molecular de la gloriosa Universidad de Chile.
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RESUMEN

Gran   parte  de   los   rasgos  fenotipicos  de   un   individuo   estan   determinados   par

mt]ltiples  regiones  del  genoma,  ademas  de  interacciones  gen-gen  y  gen-ambiente,

presentando como consecuencia variaciones cuantitativas dentro de una poblaci6n.  La

levadura Saccharomyces cerev/.s/.ae se ha convertido en un modelo de estudio para el

mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTLs) y el analisis de la variaci6n natural,  al

presentar una gran  diversidad  genetica entre  los  cinco  linajes  puros  descritos  hasta  la

fecha  (Wine/European  (INE:), West  African  QNA:),  Malaysian  (MA:),  Sake  (SA:) y  North

Amer/.can  (NA)).  Uno  de  los  nichos  naturales  para  esta  levadura  son  los vifiedos  y el

mosto  de  fermentaci6n,  siendo  la  principal  especie  responsable  de  la  fermentaci6n

alcoh6Iica en  la producci6n de vino. Adicionalmente, esta levadura ha estado expuesta

al  amplio  uso de fungicidas  en vifiedos,  lo  cual tendria  un  impacto sobre la  diversidad

de   levaduras   presentes   en   las   uvas.   Poco   se   conoce   respecto   a   las   regiones

gen6micas involucradas en la resistencia a fungicidas, por lo que en el presente trabajo

se  plante6  el  objetivo  de  determinar  los  genes  que  podrian  estar  involucrados  en  la

resistencia  a  fungicidas  en  S.  cerev/.s/.ae.  Para  ello,  se  seleccionaron  tres  fungicidas

(tiabendazol,  maneb y  captan)  ampliamente  utilizados  en  la  industria  vitivinicola,  y se

evaluaron diferencias fenotipicas entre cepas parentales representativas de cuatro de

los   cinco   ljnajes   puros,   presentando   las   cepas   NA   y   WE   mayor   resistencia   a

tiabendazol,  SA  y  NA  a  captan,   y  SA  a  maneb.   Paralelamente  se  estandariz6  un

m6todo  cuantitativo  de  fenotipificaci6n  por  microcu[tivo,   obteniendo  tres  pafametros

asociados  al  crecimiento  (eficiencia,  adaptaci6n  y  velocidad  maxima).  Tras  el]o,  se

utilizaron  dos  estrategias  distintas  de  fenotipificaci6n  en  poblaciones  recombinantes,

por   un   lado   en   medio   s6lido   y   por   otra   parte   la   de   microcultivo   previamente



estandarizada.  E[  analisis  de  dichas  fenotipificaciones  mostr6  que  existen  diferencias

significativas   de   crecimiento   entre   miembros   de   estas   poblaciones   recombinantes

(WAXNA para tiabendazol, WExSA para maneb y captan),  tanto en medio s6lido como

en    microcultivo,    confirmando   que   la   resistencia   a   fungicidas   tiene   un    caracter

polig6nico  al  presentarse  distribuciones  continuas  en  ambas  condiciones  de  cul{ivo.

Sumado a  esto,  se  observ6 que existe  una fuerte asociaci6n entre los  parametros de

eficiencia  y  velocidad  maxima,  pero  no  con  la  adaptaci6n,  sugiriendo  que  estos  dos

parametros  tienen  estructuras  gen6ticas  subyacentes  similares.   De   los  analisis  de

ligamiento respectivos se identificaron diversos QTLs que subyacen la variaci6n natural

de   resistencia   a   fungicidas,   encontrandose   diferencias   entre   las   estrategias   de

fenotipifcaci6n  utilizadas,  y  destacando  el  QTL  Vl.65  como  el  mas  importante  entre

ellos  al  explicar  por  si  solo  importantes  porcentajes  de  varianza  fenotipica  tanto  en

medio s6lido como en microcultivo.  Fina]mente,  mediante un analisis de hemicigosidad

reciproca  se  identific6  al  gen  R/M75 como  locus  causal  de  dicho  QTL y,  por  lo  tanto,

como  uno  de  los  genes  responsables  de  la  variaci6n  natural  de  resistencia  a  los

fungicidas maneb y captan en  S.  cerev/.s/.ae.  Estos resultados sugieren a R/M75 como

candidato   para   selecci6n   asistida   por   marcadores   y/o   ingenieria   metab6lica,   en

particular para la industria vitivinfcola.



ABSTRACT

Many phenotypic traits of an individual are determined by multiple regions of the

genome,     in     addition     to     gene-gene     and     gene-environment     interactions,     and

consequently  quantitative  variations  within  a  population.  The  yeast  Saccharonyces

cerev/.s/.ae  has  become  a  model  of study for quantitative  trait  loci  (QTL)  mapping  and

analysis  of natural  variation,  presenting  a  great genetic diversity among  the five  clean

lineages  described  up  to  date  (\/Vine/European  (\/VE),  West  African  (\/\IA),  Malaysian

(MA),  Sake (SA)  and  North American (NA)).  Natural niches for this yeast are vineyards

and fermentation must,  being the main specie responsible for the alcoholic fermentation

in  wine  production.  Additionally,  S.  cerev/.s/.ae  has  been  long  exposed  to  fungicides  in

vineyards,  which  would  have  an  impact  on  the  diversity  of  yeast  present  in  grapes.

Thus far,  little  is known about the genomic regions involved in fungicide resistance and

therefore the  aim  of this work was to  identify  genes  that may  be  involved  in  fungicide

resistance  in  S.  oerev/.s/.ae.  For this  purpose,  three  fungicides  (thiabendazole,  maneb

and captan)  highly used  in the wine industry were selected,  and phenotypic differences

between  parental strains representing four of the five clean  linages were evaluate.  The

NA and WE strains  showed  higher resistance to thiabendazole,  SA and  NA to  captan,

and  SA to  maneb.  In  parallel,  a  quantitative  phenotyping  method  by  microculture was

standardized,  obtaining three parameters associated with growth  (efficiency,  adaptation

and   maximum   growth   speed).   Thereafter,   two   different   phenotyping   strategies   of

recombinant   populations,    one   in   solid   medium   and   the   previously   standardized

microculture,  were  used.  The  phenotyping  analysis  showed  significant  differences  of

growth between members of these recombinant populations (\/\IAXNA for thiabendazole,

WExSA for maneb and  captan),  in  both  solid  medium  and  microculture,  demonstrating



that  fungicide  resistance  is  a  polygenic  trait,   having  continuous  distributions  in  both

culture  conditions.  Moreover,  we  observed  that there  is  a  strong  association  between

efficiency  and  maximum  velocity,  but  not  with  adaptation,  suggesting  that  these  two

parameters have similar underlying genetic structures. Various QTLs underlying natural

variation  of  fungicide  resistance  were  identified  by  linkage  analysis,   some  of  which

differed   between   both   phenotyping   strategies,   highlighting   QTL  Vl.65   as   the   most

important  among  them,  as  it  explains  a  significant fraction  of the  phenotypic variance

under both  culture conditions.  Finally,  R/M75 was  identified  as the  causal  locus  of this

QTL  by  a  reciprocal  hemizygosity  analysis,  and  thus  as  one  of the  genes  responsible

for the  natural variation  in  resistance to  maneb and captan fungicides  in  S.  cerev/.s/.ae.

These  results  suggest  R/M75  as  a   candidate  for  marker-assisted  selection   and/or

metabolic engineering,  particularly for the wine industry.



1.    INTRODUCCION

1.1.       Rasgos comp[ejos en la naturaleza presentan variaciones cuantitativas

Gran  parte  de  los  rasgos  fenotipicos  de  un  individuo,  incluyendo  algunos  como

susceptibilidad  a  enfermedades,   rasgos  de  intefes  industrial  y  fenotipos  extremos,

tienen  una  base genetica que  no es  monogenica,  estando  determinados  por mtiltiples

regiones  del  genoma  (herencia  polig6nica),  ademas  de  interacciones  gen-gen  y  gen-

ambiente  (Mackay  y  col.,  2009).  Esto  es  la  causa  de  que  muchos  rasgos  de  intefes

presenten variaciones  cuantitativas y por ende  distribuciones  continuas  dentro  de  una

poblaci6n  (Klug  y  Cummings,   1999),  siendo  un  desafio  de  gran  importancia  para  el

actual   estudio   en   ciencias   biol6gicas   el   entender  las   bases   geneticas   de   dichas

variaciones  que  se  dan  a  nivel  fenotfpico.  La teoria  formal  de  la  gen6tica  cuantitativa

establece  procedimientos  para  la  recolecci6n  y analisis  de  datos,  proporcionando  una

guia  para  el  desarrollo  de  programas  de  cria  selectiva  y  mejoramiento  genetico  en

especies de intetes comercial (Gardner y col„  1991).

Actualmente,  el  objetivo  predominante  en  estudios  de  gen6tica  cuantitativa  es  la

bdsqueda   de   las    bases   moleculares   que   subyacen    las   diferencias   fenotipicas

observadas (Travisano y Shaw, 2013).  En este contex{o, cobra particular importancia el

estudio  de los  llamados loci  de  caracteres cuantitativos  (QTLs),  los  cuales  pueden ser

definidos como regiones del genoma que contienen  uno o mas genes que afectan a  la

variaci6n  en   un  rasgo  cuantitativo,  y  que  se  identifican  por  su  vinculaci6n  con  loci

marcadores   polim6rficos   (Mackay  y  col.,   2009).   Estudios   de   gran   escala   para   la

detecci6n   de  genes   han   confirmado  ampliamente  que  diversos  factores   gen6ticos

contribuyen   de   forma   importante   a   la   variaci6n   en   la   mayoria   de   los   rasgos

cuantitativos (Hill 2005, 2010;  Rockman 2012).



1.2.       Mapeo porligamiento deQTLs

Desde  inicios  del  siglo  XX  (Sax,   1923),  varias  estrategias  se  desarrollaron  para

estudiar   las   bases   gen6ticas   que   subyacen   variaciones   fenotipicas   cuantitativas,

destacando  en  la  actualidad  los  mapeos  por ligamiento y  por asociaci6n,  y el  estudio

de  asociaci6n  de  genoma  completo  (genome-w/.de  assoc/.af/.on  sfucly)  (Mackay  y  col.,

2009).  El mapeo por ligamiento permite la identificaci6n de QTLs en levaduras,  plantas

y otros organismos modelos (Massouras y col„ 2012),  basandose en la premisa de que

los   QTLs   pueden   ser   localizados   a   trav6s   de   su   vinculaci6n   genetica   con   loci

marcadores visibles en genotipos que puedan ser facilmente clasificados.  Para esto se

utilizan   marcadores   moleculares,   siendo   los   mss   comunes   los   polimofflsmos   de

nucle6tido  simple  (SNPs),  los  indels  y  [os  microsatelites.  En  la  figura  1  se  muestra  la

estrategia general utilizada para realizar un mapeo por [igamiento.

La vinculaci6n gen6tica se basa en que los marcadores predictivos se encontrarian

ligados  a  los  loci  causales  del  fenotipo,  por  lo  que  tienden  a  segregar juntos.  Esta

asociaci6n puede verse interrumpida por un evento de recombinaci6n, y la probabilidad

de  entrecruzamiento  aumenta  con  la  distancia  fisica,  por  lo  que  se  espera  que  los

marcadores mas  predictivos  residan en  la  proximidad  del  locus  causal  (Mackay y col.,

2009).  Esta  vinculaci6n  se  puede  estudiar  mediante  un  LOO  score,  test  estadistico

desarrollado   por   Morton   (1955)   para   el   analisis   de   ligamiento   en   humanos,   que

corresponde al logaritmo en base  10 de la raz6n entre la probabilidad de que los loci se

encuentren  efectivamente  ligados y la  probabilidad  de que  el  ligamiento  observado  se

deba al azar.  Un LOO score mayor indica una mayor probabilidad de que el ligamiento

observado no se deba al azar y,  en general,  un loo score mayor a 3,0 se considera

evidencia de la existencia de ligamiento (Strachan y Read,1999).
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Figura  1.  Esquema general de  realizaci6n de mapeo par ligamiento de QTLs.  La generaci6n parental
(Pi)  se  compone  de  dos  lineas  endogamicas  geneticamente  divergentes  que  se  cruzan  para  crear  la
generaci6n  Fi,  mientras  que  de  la  cruza  de  individllos  de  la  generaci6n  Fi  se  genera  la  poblaci6n  de
mapeo F2.  M1,  M2,  M3 y M4 representan marcadores que distinguen a las dos cepas parentales, mientras
que  la  estrella  amarilla  indiea  la  posici6n  de  un  locus  causal  o  QTL.  La  recombinaci6n  en  la  poblaci6n  F2
crea  nuevos  haplotipos  y  puede  desacoplar  los  marcadores  del  locus  causal.  Los  fenotipos  y  genotipos
(marcadores)  se  punttlan  (0  y  2  indican  los  genotipos  homocigotos  alternativos  y  1   indica  el  genotipo
heterocig6tico  en  cada  marcador  bial6lico),  siendo  estos  datos  evaluados  para  deteminar  si  hay  una
diferencia  media  en  los fenotipos del  rasgo entre las clases de genotipo marcador;  si  la  hay,  el  marcador
esta  ligado al  QTL  El  mapeo  por ligamiento  generalmente  utiliza  un  mapeo  por intervalos  para  estimar la
posici6n en el mapa y el efecto de cada QTL.  El umbral de sjgnificancia debe ser ajustado para el ntlmero
de  pruebas  independientes  realizadas.  Los  bloques  de  haplotipos  en  la  poblaci6n  de  mapeo  pueden  ser
amplios  y,  coma  consecuencia  de  ello,  el  locus  causal  solo  puede  ser  asignado  a  una  region  de  gran
tamafio,   pudiendo   identificarse   en   ella   genes   relevantes   para   estudios   futuros   o   candidates   pare
secuenciaci6n selectiva a perturbaci6n experimental.  Modificado de Mackay y col.  (2009).



Es  importante  destacar que  la  localizaci6n  de  QTLs  en  pequefias  regiones  dentro

de   los   cromosomas  requiere  que   existan   marcadores   moleculares   estrechamente

espaciados y,  mss atin,  el tener lineas parentales que difieran entre ellas en  los alelos

que portan dichos loci (Griffiths y col.,  1996).  Por otra parte,  el analisis de segregantes

individuales para realizar la identificaci6n de QTLs ha demostrado ser de mayor utilidad

que  el  analisis  de  grupos  de  los  mismos  (bu/k segreganf ana/yst.s),  puesto  que  esta

dltima    aproximaci6n    presenta   factores    de    confusi6n    como    son    mutaciones    y

aneuploidias  (Wilkening y col., 2014).

Una herramienta  para realizar ]a correlaci6n entre genotipo y fenotipo,  y con  e]lo  [a

detecci6n de QTLs, es la utilizaci6n del sofflA/are R, el cual corresponde a un lenguaje y

entorno de programaci6n para analisis estadistico y gfafico (R Core Team,  2013).  Para

este sofflniare existe un  paquete llamado  R/qtl,  disefiado especificamente para mapear

QTLs   en   cruces   experimentales   (Broman   y   col.,   2003),   el   cual   fue   desarrollado

basandose  en  los  m6todos  estadisticos  de  mapeo  de  QTLs  descritos  en  distintos

trabajos  como,  por  ejemplo,  los  de  Lander  y  Botstein  (1989),  y  Churchill  y  Doerge

(1994),  y que ha sido utilizado por Cubillos y col.  (2011). Ademas de la identificaci6n de

QTLs,   el   programa   R/qtl   tiene   otras   funciones   como   son   generar   modelos   de

interacci6n entre pares de QTLs y determinar la varianza fenotipica explicada tanto por

cada   QTL  en   particular,   como   por  las   interacciones   entre  ellos   y   por  el   modelo

generado (Broman y Sen, 2009).



1.3,       Mapeo por ligamiento en saccharomyces cerev/.s/.ae

Durante  los  t]ltimos  afios  la  levadura  Saccharonyces cerev/.s/.ae se  ha  convertido

en  un  modelo  de  estudio  para  el  mapeo  de  QTLs,  al  ofrecer  ventajas  dnicas  para

estudios   de   gen6mica   evolutiva   en   organismos   eucariontes   (Dujon,   2010).    Esta

levadura  es  de  gran  importancia tanto  por su  amplio  usa  como  modelo  de  estudio  en

laboratorio  como  por su  utilizaci6n  industrial y artesanal  en  la  producci6n  de  pan  y de

diversas  bebidas  alcoh6licas  (por ejemplo,  cerveza y vino).  Estudios  de  QTLs  en  esta

levadura    incluyen   fenotipo§    como   son    los   de   crecimiento   en    alta   temperatura

(Steinmetz   y   col.,   2002),   reparaci6n   de   DNA   (Demogines   y   col.,   2008),   rasgos

enol6gicos  (Salinas y col.,  2012)  y los de agregaci6n celular no sexual  (Li y col„  2013).

Ademas,  esta aproximaci6n  se  utiliz6 para  la  identificaci6n  de variantes gen6ticas que

subyacen  diferencias  en  el  metabolismo  central  del  nitr6geno  (Jara  y  col.,  2014)  y

utilizaci6n  de fuentes  de  nitr6geno  (Gutierrez y col.,  2013),  como tambien  en  estudios

en  ambientes  ecol6gicamente  relevantes  (Cubillos y col.,  2011).  La  estrategia  g:neral

que se lleva a cabo para realizar e§te mapeo se esquematiza en la figura 2.

La  informaci6n  aportada  por la  identificaci6n  de QTLs en  S.  cerev/.s/.ae tambi6n  se

utiliza  con  fines  biotecnol6gicos.   Por  ejemplo,  el  analisis  de  capacidad  maxima  de

acumulaci6n  de  etanol  y  tolerancia  a  altos  niveles  del  mismo  (Pais  y  col.,  2013)  en

conjunto   con   la   identificaci6n   de   alelos   mtiltiples   que   interactuan   confiriendo   alto

rendimiento de etanol y bajo de glicerol en la fermentaci6n alcoh6lica (Hubmann y col.,

2013b),    lo   cual   tiene   importantes   proyecciones   de   aplicaci6n   industrial   para   la

producci6n  de bioetanol.  Sumado  a esto,  hay resultados  que muestran  que el analisis

poligenico    de    la    biodiversidad    en    levaduras    puede    proporcionar    importantes

herramientas geneticas para realizar ingenieria metab6lica (Hubmann y col., 2013a).
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Figura  2.  Esquoma  general  de  realizaci6n  de  mapeo  par  ligamiento  de  QTLs  en  S.  cerev/.s/.ae.  EI
primer   requisito   es   contar   con   dos   cepas   parentales   haploides   (representadas   en   gris   y   verde)
gen6ticamente  diferentes,  que  al  ser  apareadas  generan  un  hibrido  diploide,  el  cual  luego  de  esporular
genera  una  poblaci6n  biparental  recombinante  compuesta  de  segregantes  (Madigan  y  col.,  2004).  Esta
poblaci6n  es  genotipificada  con  marcadores  moleculares  y fenotipificada  para  el  rasgo  en  estudio,  para
luego realizar el analisis de ligamiento respectivo.  El gfafico mostrado corresponde a un ejemplo real de un
analisis  de  ljgamiento  realizado  en  una  poblaci6n  biparental  recombinante  de  S.  cerev/.s;.ae  utilizando  el
sotware R/qtl.
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En  un  mapeo  por ligamiento el  locus causal s6lo puede ser asignado a  una  regi6n

que  contiene  decenas  de  genes,  pudiendo  identificarse  dentro  de  ella  posibles  genes

candidatos  (Mackay  y  col.,  2009).  Una  estrategia  experimental  llevada  a  cabo  en  S.

cerev/.s/.ae para  comprobar la  participaci6n  de  un gen  candidato es  realizar un  analisis

de  hemicigosidad  reciproca  (Steinmetz  y  col.,  2002),  el  cual  se  realiza  mediante  la

comparaci6n de dos cepas hibridas que s6lo se diferencian por el alelo presente en un

tlnico locus hemicigoto, el cual corresponde al gen de intefes (Kim y col.,  2012).

Para  poder realizar un  mapeo  de  QTLs  en  S.  oerev/.s/.ae es fundamental  disponer

de una metodologia que permita la fenotipificaci6n con una alta resoluci6n de una gran

cantidad de segregantes en  una  poblaci6n.  En este sentido,  un  importante avance fue

el  descrito  por Warringer y  Blomberg  (2003)  el  cual  consisti6  en  el  desarrollo  de  una

metodologia   automatizada   para   el   estudio   de   pehiles   fenotipicos   a   gran   escala

utilizando  cambios  cuantitativos  en  el  crecimiento  de  levaduras.  Esta  metodologia  se

aplica  con  6xito  para  estudiar  caracteristicas  fisiol6gicas  en  respuesta  a  sales  en  S.

cerev/.s/.ae  (V\/arringer y  col„  2003),  la  variaci6n  natural  de fenotipos  relacionados  con

utilizaci6n de carbono,  resistencia a toxinas,  medio ambiente y metabolismo,  utilizaci6n

de nitr6geno y requerimientos nutricionales en cepas de S.  cerev/.s/.ae,  S. paradoxus,  S.

arboricolus,  S.   kudriavzevii,  S.  bayanus,  S.  mikatae  y  S.  castellii  N\larringer  y  cat.,

2011),  y la gen6mica de  poblaciones  de  levaduras  domesticadas y salvajes  (Liti y col.

2009a).  Tambi6n  es  clave  en  la  identificaci6n  de  QTLs  en  fenotipos  de  importancia

enol6gica  (Salinas y col.,  2012)  y en  ambientes ecol6gicamente relevantes (Cubillos  y

col.,   2011).   Como  se  esquematiza  en  la  figura  3,   la  fenotipificaci6n  se  basa  en  la

posibilidad de obtenci6n de tres parametros asociados al crecimiento a partir de curvas

de crecimiento de S. oerev/.s/.ae.
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Figura 3. Esquema de obtenci6n de parametros asociados al crecimiento a partir de curvas de
crecimiento. A partir de curvas de crecimiento de alta densidad (n = 2) de 86 aislados de Sacch8romyces
sensu sfn.cfo en  mas de 200 ambientes diferentes se extrajeron tres pafametros asociados al crecjmiento
nombrados  como   lag   (retraso  proliferativo;  tiempo  para  iniciar  la  proliferaci6n),   rate   (tasa   proliferativa;
tiempo  de  duplicaci6n  de  la  poblaci6n)  y  efflcieney  (eficiencia  proliferativa;  cambio  en  la  densidad  de  la
poblaci6n).  Modificado de WaITinger y col.  (2011 ).
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1.4.       Diversidad gen6tica y variaci6n natural en s. cerev/.s/.ae

Distintas cepas de S.  oerev/.s/.ae presentan una gran diversidad gen6tica,  la cual no

necesariamente  se  correlaciona  con  sus  diferentes  origenes  geogfaficos  (Liti  y  col.,

2006),  remarcando  la  importancia  que  ha  tenido  su  larga  asociaci6n  con  la  actividad

humana  y  los  eventos  de  domesticaci6n  que  ham  ocurrido  en  procesos  productivos

como,  por ejemplo,  la producci6n de vino y de sake (Pretorius,  2000;  Fay y Benavides,

2005).  En  este sentido,  un  importante  avance  en  el  estudio  a  nivel  gen6mico  de  esta

levadura es el  Proyecto de Resecuenciaci6n del Genoma de Saocharomyces (SGRP),

en    el    cual    se    resecuenciaron    36    cepas    de    diferentes    origenes    geogfaficos

seleccionadas  en  base  a  variedad  de  fuentes  y  lugares  de  aislamiento  (Liti  y  col.,

2009a).  Del  analisis  gen6mico  realizado  (figura 4)  se  describieron  cinco  linajes  puros

cuyos  nombres  en  ingles  son:   Wi.ne/Eurapean  (VVE),   West  Arrt.can  (WA),  Ma/ays/.art

(MA),  SaAe  (SA)  y  IVowh Amer/.can  (NA).  Estos  linajes  fueron  definidos  en  funci6n  de

que presentan polimorfusmos l]nicos no compartidos entre linajes (SNPs privados).

La identificaci6n de estos linajes y la posibilidad de utilizar cepas representativas de

los  mismos como cepas parentales en estudios gen6micos y de  mapeo de  QTLs son

de  gran  utilidad  para  trabajos  cuyo  objetivo  es  determinar  las  bases  de  la  variaci6n

natural en poblaciones recombinantes derivadas de aislados naturales de S.  cerev/.s/.ae

(Liti  y  col.,  2009a;  Cubillos  y  col.,  2011).  Los  experimentos  de  cruza  simple  utilizando

cepas   de   laboratorio   son   exitosos   en   el   mapeo   de   loci   causantes   de   algunas

caracteristicas,  pero proporcionan una pobre comprensi6n de la relaci6n entre el fondo

gen6tico  y  los  QTLs,  subestimando  la  compleja  arquitectura  gen6tica  de  los  rasgos

poligenicos en levaduras. Ademas,  las cepas de laboratorio s6lo capturan una pequefia

fracci6n  de  la  variaci6n  fenotipica  presente  en  poblaciones  naturales  (Cubillos  y  col.,
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2011).  Cepas  representativas  de  linajes  puros  se  utilizan  como  cepas  parentales  en

estudios  de  QTLs en  el  cual  mediciones  cuantitativas de  crecimiento en 23  ambientes

ecol6gicamente  relevantes  permitieron  estimar,  mediante  analisis  de  ligamiento,   un

promedio de 6,3 QTLs distintos en  cada uno de ellos (Cubillos y col.,  2011).  De forma

similar,   Salinas  y  col.   (2012)  utilizando  los  mismos  cruces  determinaron  QTLs  para

rasgos de importancia enol6gica.

Otro importante avance reciente para  realizar estudios gen6micos en  S.  cerev/.s/.ae

es    la    producci6n    y    carac{erizaci6n    gen6tica    de    una    poblaci6n    recombinante

tetraparental  llamada  SGRP4X  (Cubillos y col.,  2013).  Esta  poblaci6n fue generada  a

partir de  11  rondas de cruces al azar entre cepas representativas de 4 de los 5  linajes

puros identificados en el SGRP,  de  la cual  192 segregantes fueron secuenciados para

obtener un  mapa gen6tico  preciso.  Los recombinantes que resultan  contienen  bloques

de ligamiento  menores a aquellos observados en  poblaciones biparentales,  mejorando

la   resoluci6n   en   la   identificaci6n   de   QTLs.   Estudios   iniciales   mediante   mapas   de

ligamiento    han    indicado   que   varios   de   los   QTLs    previamente   identificados   en

poblaciones  biparentales  pueden  ser nuevamente  identificados  en  la  SGRP-4X,  y que

QTLs  no  observados  previamente  pueden  ser adicionalmente  obtenidos en  pequefios

intervalos de confianza.  La SGRP4X es un recurso profundamente caracterizado que

proporciona   un   marco   para   un   analisis   gen6tico   potente   y  de   alta   resoluci6n   de

fenotipos de levadura (Cubillos y col.,  2013).
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Figure  4.   Dendograma  de  aislados  de  S.   cerevis/.ae  en   base  a   SNPs.   Los  linajes   puros  se
encuentran  resaltados  en  color  gris,  mientras  que  en  colores  se  indican  la  fuente  (nombre)  y  el  origen
geogfafico  (puntos)  de  cada  una  de  las cepas secuenciadas.  La  barTa  de  escala  indica  la frecuencia  de
diferencias de pares de bases.  Modificado de Liti y col.  (2009a).
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1.5.      Variaci6n natural de la resistencia a fungicidas en s. cerev/.s/.ae

Gran  parte  de  la  variaci6n  natural  se  funda  en  la  interacci6n  entre  las  variantes

al6licas  y el  ambiente  (Nordborg y Weigel,  2008),  por lo  que  el estudio de  los  efectos

de  los  polimorfismos  en  regiones  regulatorias  y  codificantes  debe  realizarse  en  el

contexto  de  diversos  ambiente§  (Flint  y  Mackay,  2009).   S.   cerev/.s/.ae  es  capaz  de

habitar   en   variados   nichos   como   son   vifiedos,   bosques   y   zonas   de   elevadas

temperaturas  (Cubillos  y  col.,  2009b),   convirti6ndola  en  un  organismo  ideal  para  el

estudio  de  la  adaptaci6n  al  ambiente.   Es ademas  la  principal especie  responsable  de

la   fermentaci6n   alcoh6lica   en   el   complejo   proceso   microbiol6gico   que   implica   la

transformaci6n   del   mosto   de   uva   en   vino   (Bisson,   1994;   Pretorius,   2000).   En   el

contexto del estudio de cepas vinicas de esta levadura, el anali§is de DNA mitocondrial

muestra   que   poblaciones   procedentes   de  zonas   no   industriales  tienen   40%   mss

diversidad   genetica  que  las   poblaciones  aisladas  desde  zonas   industriales,   dando

cuenta de que las pfacticas enol6gicas industriales pueden afectar negativamente a las

poblaciones de levaduras nativas al reducir su biodiversidad (Cubillos y col., 2009a).

Un   ejemplo   de   una   pfactica   industrial   enol6gica   habitual   es   el   amplio   uso   de

fungicidas  en  los vifiedos,  siendo 6stos  ambientes  un  nicho  natural  para  S.  cerev/.s/.ae

(Milanovi6  y  col.,   2013).   El  uso  de  fungicidas  responde  a  la  necesidad  de  eliminar

hongos dafiinos para las plantas, y tiene sus inicios en el siglo Xvll con la utilizaci6n de

estos en semillas de cereales.  En el siglo XIX comienza  la  utilizaci6n de fungicidas en

vifiedos,  primero  para tratar el oidio,  y luego con  la  utilizaci6n  de fungicidas de amplio

espectro  en  las  hojas  de  las vides.  A  mediados  del  siglo XX,  especialmente  entre  los

afios   1940-1970,   se  introducen  las  clases  quimicas  de  fungicidas  utilizadas  en   la

actualidad (como benzimidazol, ditiocarbamato y ftalimida, entre otras) (Russell, 2005).
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Los fungicidas  no  s6lo tienen efecto sobre los  hongos,  sino  que tambi6n sobre las

poblaciones  de  levaduras  que  habitan  los  mismos  nichos.   Los  estudios  sobre  los

efectos de  los fungicidas sobre  hongos y levaduras  se  remontan tambi6n  a  mediados

del siglo XX (Horsfall,1975) y perduran hasta hoy,  habi6ndose realizado en las tlltimas

decadas variados  estudios  en  S.  cerev/.si.ae entre  los  cuales se  incluyen  la evaluaci6n

de   efectos   de  fungicidas   sobre   el   crecimiento   ovadkertiova   y   Slavikova,   2011)   y

diversidad    (Milanovi6   y   col.,    2013),    caracterizaci6n    de    mutantes    sensibles    y/o

resistentes  (Casalone y col.,  2010),  bdsqueda y caracterizaci6n  de genes  involucrados

en    la    resistencia    a   fungicidas    (Teixeira    y    col.,    2007;    Monteiro    y    col.,    2011),

identificaci6n  de  mecani§mos  de  acci6n  de  fungicidas  (Li  y  col.,   1996;  Shohat-Tal  y

Eshel,  2011), y generaci6n de bioensayos para evaluar la toxicidad de fungicidas (Fai y

Grant, 2009).  La mayoria de estos estudios han utilizado cepas de [aboratorio (Li y col.,

1996;  Teixeira y col.,  2007;  Fai  y Grant,  2009;  Shohat-Tal y Eshel,  2011),  aunque  hay

otros  que  han  utilizado  cepas  vfnicas  (Casalone  y  col.,  2010)  o  aislados  naturales

(Vadkertiova y Slavikova,  2011 ;  Milanovi6 y col., 2013).

Un estudio de gran importancia fue el llevado a cabo par Warringer y col.  (2011 ), en

el  cual  se  mostr6  Ia  existencia  de  variaci6n  natural  para  un  fungicida  en  particular,

llamado  tiabendazol.   Este   rasgo   de   resistencia   a  tiabendazol   result6   ser  del   tipo

cuantitativo, tal como se deprende de la evaluaci6n de distintas cepas de S.  cerev/.s/.ae,

puesto  que  como  se  observa  en  la  figura  5  se  tiene  una  distribuci6n  continua  de  las

cepas   al   ordenarlas   de   menor  a   mayor  valor  fenotipico   obtenido.   Las   cepas   de

levadura presentan variados niveles de resistencia a fungicidas, posiblemente debido a

una  selecci6n  de  haplotipos  causada  por  el  uso  de  los  mismos,  convirtiendola  en  un

modelo ideal para el estudio en respuesta a estimulos extemos.
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Figura 5. Distribuci6n continua de las cepas de S. cerev/'s/.ae crecidas en presencia de tiabendarol.
Los  gfaficos se confeccionaron  con  los datos obtenido§  en el trabai.o de Warringer y col.  (2011), en el cual
se  evaluaron  las  mismas  cepas  utilizadas  en  el  SGRP  (Liti  y  col.,  2009a).  En  dicho  trabajo  se  determin6
para  cada  cepa  un  valor  fenotipico  utilizando  la  estrategia  de  fenotipificaci6n  en  microcultivo,  esto  para
cada  uno de los pafametro en estudio:  (a) effic/.enoy (eficiencia proliferativa),  (b) /ag (retraso proliferativo) y
(c) rate (tasa proliferativa).  Los gfaficos muestran las cepas ordenadas de menor a mayor valor fenotipico
obtenido,  lo cual deja en evidencia la distribuci6n continua existente para los tres pafametros.
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El analisis de la variaci6n natural de la  resistencia a fungicidas en  S.  cerev/.s/.ae

representa  un  interesante  modelo  de  estudio  tanto  en  el  ambito  evolutivo-ecol6gico

como  econ6mico-productivo,  por el  impacto  que  puede  llegar a tener la  utilizaci6n  de

fungicidas  sobre  las   poblaciones   naturales   de   levadura  y  la   producci6n   de  vinos,

respectivamente.  Esto  es  de  particular importancia  en  un  pals  como  Chile,  el  cual  es

uno de  los  mayores productores y exportadores de vino a nivel  mundial, y para el  cual

el vino representa una de sus mayores exportaciones,  lo cual recalca la importancia de

la  investigaci6n  en  vitivinicultura  en  nuestro  pals,  y  con  ella  el  desarrollo  de  lineas  de

investigaci6n  relacionadas  con  fisiologia  vegetal,  microbiologia  y  biotecnologia,  entre

otras (CONICYT, 2007).

En particular respecto a los fungicidas,  estudios previos muestran que su  uso tiene

impacto  sobre  la  diversidad  de  levaduras  presentes  en  las  uvas  (Milanovi6  y  col.,

2013),  y si bien se puede desprender que la exposici6n de poblaciones de levaduras a

distintos fungicidas ha causado variaci6n natural a nivel fenotipico (mayor resistencia o

sensibilidad),    actualmente   poco   se   conoce   respecto   a   las   regiones   gen6micas

involucradas  en  dicha  variaci6n.  EI  mapeo  por ligamiento  de  QTLs  aparece  entonces

como  una  buena  aproximaci6n,  dado  su  6xito  en  encontrar  genes  que  subyacen  la

variaci6n natural a varios fenotipos tanto en S.  cerev/.s/.ae (Cubillos y col.,  2011 ;  Salinas

y  col.,  2012;  Jara  y  col.,  2014)  como  en  otras  especies  del  g6nero  Sacharomyoes

sensu sir/.cto como lo es  S. paradexus (Liti y col.,  2009b).  Los antecedentes enfatizan

la  necesidad  de  utilizar  un  sistema  eficiente  para  la  identificaci6n  de  regiones  del

genoma que subyacen la variaci6n natural de resistencia o sensibilidad a fungicidas en

S.  oerev/.s/'ae como lo es la fenotipificaci6n utilizando microcultivos y el posterior mapeo

por ligamiento de QTLs.
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HIPOTESIS

La   variaci6n   natural   de   resistencia   a  fungicidas   en   poblaciones   silvestres   de

Saocharomyces cerev/.s/ae corresponde a un rasgo poligenico.

OBJETIVOS

Objetivo General

ldentificar   genes   que   expliquen   la   diferencia   en   resistencia   a   fungicidas   en

poblaciones silvestres de Saco"aromyces cerev/.s/.ae.

Objetivos Especificos

•     Determinar concentraciones que permitan observar diferencias fenotipicas entre

cepas silvestres de S.  cerev/.s/.ae para fungicidas utilizados intensivamente en la

industria vitivinicola.

•     Realizar  la  fenotipificaci6n  tanto  de  cepas  parentales  como  de  poblaciones

biparentales derivadas de ellas.

•      Identificar QTLs utilizando marcadores moleculares de tipo SNP.
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2.    MATERIALES Y fvIETODOS

2.1.       Cepas de s. cerevi.s/.ae utilizadas

2.1.1.    Cepas parentales

Las  cepas  parentales  utilizadas  corresponden  a  versiones  haploides  estables

(Mat  cr,  fro .... HygMX,  ura3 .... KanMX)  de  cepas  representativas  de  cuatro  de  los  cinco

linajes puros descritos para  S.  cerev/.s/.ae (Litti y col.,  2009) generadas en el trabajo de

Cubillos  y  col.  (2009b).  Estas  cepas  son:  IVorfh  Amer/.Can  (NA):  YPS128;  Sake  (SA):

Y12;  West Afr7.can  OvA):  DBVPG6044;  y  Wt.ne/Eurapean  OvE):  DBVPG6765.  Ademas

se utiliz6 la cepa de laboratorio S288c como control.

2.1.2.   Poblaciones recombinantes

Se utilizaron dos poblaciones recombinantes biparentales previamente descritas

y   genotipificadas   (Cubillos   y   col.,   2011)   provenientes   de   los   cruces   WExSA   (96

segregantes)  y  WAXNA  (83  segregantes).   Los  segregantes  que  componen  ambas

poblaciones son haploides estables (fro .... HygMX, ura3 .... KanMX).

2.1,3.   Hibrido y reciprocos hemicigotos

Para  realizar la validaci6n  del  gen  R/M75 (YFL033C)  se  utiliz6  el  hibrido  entre

las  cepas  WE  y  SA,  llamado  CC28F,  como  tambien  los  reciprocos  hemicigotos  para

este  gen  R/M75 llamados  YJM7  (CC28-n.m75OwE)  / r/.m75(SA)::ura3)  e YJM8  (CC28-

r/.m75(SA)  /  r/.m75(WE)::ura3),  generados  previamente  en  el  trabajo  de  Jara  y  col.

(2014).  Brevemente,  el  gen  fue  delecionado  en  las  versiones  haploides  de  las  cepas

parenlales (ya sea Mat a, ho::HygMX, ura3::KanMX o Mat a, ho::HygMX, ura3::KanMX)

realizando  PCR  de  un  paso  y  utilizando  UfiA3  como  marcador  de  selecci6n,  siendo
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confirmadas  las  deleciones tambi6n  por  PCR.  Posteriormente  se  cruzaron  cepas  con

tipo de apareamiento opuesto para generar las cepas hibridas hemicigotas diploides.

2.2.       Medios de cultivo y fungicidas utilizados

2.2.1.    Medios de cultivo

En ]os cultivos en medio s6lido se utiliz6 medio completo YPD (0,5% extracto de

levadura,   0,5%   peptona,   2%   glucosa,   2%   agar),   mientras  que   en   los   cultivos   en

microcultivo  se  utiliz6  medio  minimo  YNB  suplementado  con  uracilo  (0,67%  YNB,  2%

glucosa,  0,2%  uracilo).

2.2.2.    Fungicidas

Los  fungicidas  utilizados  fueron  tiabendazol,  maneb  y  captan,  preparandose

para  cada  experimento soluci6n  fresca  de fungicida  en  DMSO.  Dado que  la  selecci6n

de  los  mismos  es  parte  de  los  objetivos  del  presente  trabajo,  los  detalles  respecto  a

este procedimiento se encuentran en  la secci6n de Resultados (v6ase sub-secci6n  6.7

Selecci6n de fungicidas utilizados).

2.3.       Evaluaci6n   de   resistencia  a  fungicidas  en   medio  s6lido   mediante

diluciones seriadas

La evaluaci6n  de  resistencia  a fungicidas se realiz6  mediante  un  ensayo en  medio

YPD   con   diluciones   seriadas,   en   el   cual   para   cada   cepa   se   diluyeron   c6Iulas

provenientes  de  cultivos s6lidos  previamente  realizados tambien  en  medio YPD.  Para

cada  cepa se tom6  con  una  punta esteril  de  micropipeta un volumen  equivalente  (una

esfera  de  aproximadamente  1   mm  de  diametro)  el  cual  se  diluy6  en  50  ul  de  agua

est6ril utilizando una placa de microcultivo,  para luego realizar 6 diluciones seriadas de

10  en  10  (esto  tomando  5  ul  de  la  diluci6n  anterior y  agregandolos  a  45  ul  de  agua
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esteril).  Todas las diluciones fueron  incubadas a 28 °C por 48 h.  Cada experimento se

realiz6  con  un  control  YPD  y otro  control  YPD+DMSO  (afiadido en  la  misma  cantidad

que  la placa que tuviera mayor cantidad de DMSO de las con tratamiento).  Las  placas

fueron digitalizadas directamente para obtener las imagenes respectivas.

2.4.       Fenotipificaci6n de poblaciones recombinantes

2.4.1.     Fenotipificaci6n en medio s6Iido

Para  evaluar  diferencias  de  resistencia  a  cada  fungicida  en  las  poblaciones

recombinantes,  se  utiliz6  inicialmente  una  metodologia  de  fenotipificaci6n  en  medio

s6lido.  Los segregantes fueron  incubados en  placas  Petri  con  medio YPD a 28 °C  por
•,

96  h,  para  las condiciones tratamiento  (con fungicida)  y control  (s6lo YPD).  Para  cada

experimento el fungicida fue agregado al medio ya esterilizado antes de solidificarlo en

la  placa  Petri.  Cada experimento  se realiz6  por triplicado,  y ademas  en  cada  placa se

agreg6 la cepa parental SA para normalizar entre placas.

La obtenci6n de valores fenotipicos se realiz6 siguiendo un tratamiento de datos

modificado  del  trabajo  de  Warringer  y  col.   (2003),   adaptado   desde  el  trabajo  en

microcultivo  al  trabajo  en  medio  s6lido.    Las  placas  fueron  digitalizadas  directamente

para  obtener imagenes  de  ellas,  y  la fenotipificaci6n  se  realiz6  obteniendo  los  pixeles

de cada cepa utilizando el so#ware lmageJ.  El posterior tratamiento de datos realizado

sobre  estos  valores  se  muestra  en  las  ecuaciones  (1)  y  (2).  Cada  valor x,,.k  obtenido

para [a cepa ;.,  placa/.,  condici6n A (tratamiento a control) fue normalizado al ca[cu[ar el

cociente entre x,,t y su respectivo normalizador )/,A,  obteniendose asi los valores de SC,k

(coeficientes de cepa). Tras ello,  se calcul6 el  cociente entre  los valores normalizados

de  la  condici6n  con tratamiento y la  condici6n  control  para  cada  cepa  i.,  obteni6ndose
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asi los valores de PJ,  (indices fenotipicos).  Fina[mente se obtuvo el  promedio entre las

tres feplicas r realizadas.

3_(  SCI i(lralamien[o)

Sci(conlrol)r=l

i_ 3

2.4.2.   Fenotipificaci6n en microcultivo

Para  evaluar  diferencias  de  resistencia  a  cada  fungicida  en  las  poblaciones

recombinantes,   se   utiliz6   una   tecnica   de   microcu[tivo   modificada   del   trabajo   de

Warringer   y    Blomberg    (2001).    Se   obtuvieron   curvas   de   crecimiento   realizando

mediciones de densidad 6ptica (OD) a 630 nm mediante el sotware Gene5" junto con

un lector de placas de microcultivo BioTek® EL808TM.  Para ello,  los segregantes fueron

inoculados  en  200  ul  de  medio  minimo YNB  utilizando  una  placa  de  microcultivo de 96

pocillos e incubados a 28 °C,  para las condiciones tratamiento (con fungicida) y control

(s6lo  YNB),  por el  tiempo  requerido  segtln  cada  condici6n.  Para  cada  experimento  el

fungicida fue agregado al medio ya esterilizado antes de distribuirlo en los pocillos de la

placa.  Cada  experimento  se  realiz6  por duplicado,  y se  agreg6 en  cada  placa  la  cepa

S288c por triplicado para normalizar entre placas.  De las curvas generadas  para cada

segregante  se  obtuvieron   los  valores  fenotipicos  de  tres   pafametros  asociados  al

crecimiento  llamados  eficiencia,  adaptaci6n  y  velocidad  maxima.  Los  coeficientes  de

correlaci6n  de  Pearson  se  utilizaron  para  el  analisis  de  correlaci6n  entre  pafametros.

Dado   que   la   estandarizaci6n   de   esta   t6cnica   de  fenotipificaci6n   es   parte   de   los

objetivos del presente trabai.o,  los detalles respecto a su desarrollo se encuentran en la

24



secci6n   de   Resultados   (vease   sub-secci6n   6.2   Esfandar/.zac/.6n   de   un   m6fodo

cuantitativo para evaluar diferencias fenotipicas».

2.5.       Analisis deligamiento

2.5.1.   Obtenci6n de QTLs

EI analisis de ligamiento se realiz6 utilizando el sofflA/are R (R Core Team,  2013)

y el  paquete  llamado  R/qtL (Broman y col.,  2003),  siguiendo el  protocolo de  Cubillos y

col.  (2011).  Los  QTLs fueron  obtenidos  utilizando  un  modelo  no  parametrico  a  trav6s

de un test de  1000  permutaciones.  Se consideraron como QTLs significativos aquellos

con  un p-va/ue <  0,050 y como  QTLs  marginalmente  significativos  aquellos  con  un p-

va/ue  <  0,150.  El  programa  entrega  ademas  los  LOO scores  de  corte  para  p-va/ues

seleccionados  en   cada  caso.   La   nomenclatura  de  los  QTLs  consiste  en   ndmeros

romanos  para  los  cromosoma  y  ndmeros  afabigos  para  la  coordenada  cromos6mica

(por  ejemplo,  el  QTL  Vl.65  se  encuentra  en  el  cromosoma  Vl  en  la  posici6n  65  kb,

basado en el genoma de referencia de la cepa S288c).

2.5.2.   Deferminaci6n de varianzas fenotipicas explicadas

Para determinar las varianzas fenotipicas explicadas por cada QTL se utilizaron

funciones especificas del paquete  R/qtl  (Broman y Sen,  2009)  disefiadas para ello.  En

primera   instancia   se   estim6   una   mejor   posici6n   para   cada   uno   de   los   QTLs

identificados  para  cada  fenotipo  (utilizando  la  funci6n  `refineqtl'),  y  luego  con  estas

estimaciones se gener6 un modelo con el tipo de interacci6n que existe entre pares de

QTLs   a   la   vez   (utilizando   la   funci6n   `addjnt'),   determinando   si   sus   efectos   eran

meramente aditivos o si existia interacci6n entre ellos.  Con dicho modelo se determin6

finalmente  la varianza fenotipica explicada  (utilizando tambi6n  la funci6n  `addint') tan{o
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por  cada   QTL  en   particular  como   por  cada   interacci6n,   y  tambi6n  por  el   modelo

generado.

2.6.      Alineamiento de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas

Las   secuencias   nucleotidicas   de   los   loci   en   estudio   para   cada   cepa   fueron

obtenidas    del    trabajo    de    Bergstr6m    y    col.     (2014),     parfe    del    Proyecto    de

Resecuenciaci6n del Genoma de Saccharomyces (SGRP), y desde ellas se obtuvo las

secuencias  aminoacidicas  correspondientes  utilizando  la  herramienta  bioinformatica

online   ExPAsy   (http://web.expasy.org/translateo   perteneciente  al   Swiss   Institute   of

Bioinformatics   (SIB).   Los   alineamientos  fueron   realizados   utilizando   la   herramienta

bioinformatica       online       Clustalomega       (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustaloo

perteneciente a The European Bioinformatics Institute (EBl).

2.7.       Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se hicieron  utilizando el  soffin/are R (R Core Team,  2013).

La   elecci6n   de   las   pruebas   utilizadas   se   realiz6  tomando   en   cuenta   la   literatura

pertinente  al  respecto  (Spiegel  y  Stephens,  2002;  Canals,  2010).  Las  comparaciones

entre  varianzas  se  realizaron  mediante  una  prueba  F   (F-fesf,   utilizando  la  funci6n

`var.test').  Las  correlaciones  se  realizaron  mediante  una  correlaci6n  lineal  de  Pearson

(utilizando   la  funci6n   `cor.test').   Las   comparaciones   entre   promedios   se   realizaron

mediante  una  prueba t de  Student  no  pareada  (I-fest,  utilizando  la funci6n  `t.test').  La

significancia se  evalu6 en todos  los  casos  considerando  un  intervalo  de  confianza  del

95% to-va/ue < 0,050).
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3.    RESULTADOS

3.1.       Selecci6n de fungicidas utilizados

Con  el  objetivo  de  estudiar  la  variaci6n  natural  de  la  resistencia  a  fungicidas  en

aislados silvestre§ de  S.  cerev/.s/.ae, fue  necesario en  primera  instancia seleccionar los

fungicidas   con    los   cuales   se   evaluarian   diferencias   fenotipicas   entre   cepas   y

poblaciones   recombinantes   de   dicha   levadura.   El   primer  criterio   de   selecci6n   fue

encontrar  fungicidas   utilizados   en   la   industria   vitivinicola   y   que   ademas   tuvieran

distintos  modos y  blancos  de  acci6n.  Para esto,  se  realiz6  una  btisqueda  bibliografica

de   la   cual   se   escogi6,    con   datos   obtenidos   del    Fungicide   Resistance   Action

Committee's  (FRAC)  (Brent  y  Hollomon,  2007;  Fishel  y  Dewdney,  2012),  tres  de  las

clases  de fungicidas  mss  utilizadas  en  el  mercado  de  cultivo  de  vegetales  como  son

benzimidazol,  ditiocarbamato  y  ftalimida  (tabla  la)  (Morton  y  Staub,  2008).  Mientras

que  los  fungicidas  de  la  cla§e  benzimidazol  tienen  un   modo  de  acci6n  especifico

alterando  la  mitosis  y  divisi6n  celular  (a  traves  de  la  inhibici6n  del  ensamblaje  de  P-

tubulina),  los de la clase ditiocarbamato y ftalimida se considera que tienen actividad de

contacto multisitio (Fishe[ y Dewdney,  2012).

Para determinar fungicidas  representativos de cada clase se realiz6  una  btisqueda

bibliogfafica  basandose en  estudios  en  donde  anteriormente se hayan  utilizado  cepas

de  S.  cerev/.s/.ae  (tabla  lb).  En  base  a  este  analisis,  se  seleccionaron  los  fungicidas

tiabendazol,     maneb    y     captan,     representativos    de     las     clases     benzimidazol,

ditiocarbamato y ftalimida,  respectivamente,  cuyas caracteristicas quimicas se detallan

en  la  tabla  lc  y  la  figura  6.  Diferentes  concentraciones  de  estos  tres  fungicidas  se

utilizaron  con  posterioridad  como tratamientos  para llevar a  cabo  las fenotipificaciones

necesarias para realizar los subsecuentes analisis de ligamiento.
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Tabla  1.  Resumen  de  propiedades  de  fungicidas.  (a)  Caracteristicas  de  las  tres  clases  de  fungicidas
seleccionadas  segtln  el  Fungicide  Resistance Action  Committee's  (FRAC),  la American  Phytopathological
Society  (APS)  y  la  Pesticide  Properties  DataBase  (PPDB).  (b)  Caracteristicas  observadas  en  estudios

previos    para    los   fungicidas    seleccionados.    (c)    F6mula    empirica    y    nombres    de    los   fungicidas
seleccionados.

'a)
Clase de Compuestos Riesgo de Porcentaje Modo de acci6n
fungicida activos resistencia del mercado'%)

Benzimidazol
• Benomi'o

Alto 3,8

• Afecta la biosintesis deB-tubulinamediantela

• Carbendazim inhibict6n de sitio tlnico de
•  Metil tiofanato ensamblaje de
• Tiabendazol microtdbulos durante lamitosis

Ditiocarbamato

• Mancozeb

Bajo 6,5

•  Contacto multisitio•Amplioespectro,no

Maneb sistemico. contacto con
•  Nabam acci6n protectora, actda

Tiram interrumpiendo el
• Zineb metabolismo lipidico y larespiraci6n

Ftalimida
• Captafol

BaJ'0 4,2

•  Contacto multisitio•Reactivotiolnoespecifico

• Captan con acci6n protectora y
•  Folpet curativa que funcionainhibiendolaresDiraci6n

(b)    Fungicida
Utilizado par Concentraci6n IC6o

rlJg/ml] [LJ9'ml]

Tiabendazol Warringer y col„ 201 1 25 / 50

Fai y Grant, 2009 3-200 134.9

Maneb Fa v Grant, 2009 0,2-100 1,8

CaDtan Fa v Grant, 2009 0,01-100 5.8
IC5o = Concentraci6n a la que ocurre un 500/a de inliibici6n del crecim[ento

Nombre Nombre IUPAC Nombre quinico F6rmula empirica
comercial alternativo

Tiabendazol
'4.€`(\ir#iHi|i:3.:b'6.hzwh6di2idzELd|J,2{rSij=+:|=3-tiazo|

2-(4-Tiazo]il)benzimidazol CioH7N3S

Maneb
[[2- Manganeso

[C4H6MnN2S4]n[(diti6-6-afoITOxi)achip,a]5ti_l]farbainoLditio'a etilenebis(ditiocarbamato)
tilt(2i)-:ks:ksiffifa-h--a-ahheso

Captan
(3aR,-Fas)i2i[(t[jblor+ometil),sTu|fanj|]+ N-(triclorometiltio)ciclohex-

C9HBC13N02S3a,4-,=7+;7a:t6tr-ahidfo=-1#Ji§+6indol- 4-ene-1,2-dicarboximida
|i;3L(2th¥di6-na
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eeik)   c#
Tiabendazol

S

HNJls

§NTh,sdrn

S

Maneb

-S-CC13

Captan

Figura  6.   F6rmulas  estructurales  de  lo§  fungicidas  seleccionados.   Los  tres  fungicidas  utilizados
presentan estructuras qufmicas diferentes entre si. Para el caso del maneb se muestra el mon6mero, dado
que   quimicamente   corresponde   a   un   complejo   polimerico   de   manganeso   con   el   ligando   ani6nico
etilenbis(ditiocarbamato).  Las jmagenes  corresponden  a las  que se  encuentran a disposici6n  en  la  pagina
web de Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com), empresa donde los fungicidas fueron adquiridos.
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3.2.       Estandarizaci6n  de  un  m6todo  cuantitativo  para  evaluar  diferencias

fenotipicas

3.2.1.   Determinaci6n de las condiciones 6ptimas de microcultivo

La  fenotipificaci6n   corresponde  a   un   proceso  fundamental   para  realizar  un

mapeo por ligamiento de QTLs  (regiones del genoma que contienen  uno o mss genes

que afectan a la variaci6n en un rasgo cuantitativo) en S.  cerev/.s/.ae,  dada la necesidad

de  contar  con  valores  fenotipicos  para  cada  segregante  de  la  poblaci6n  en  estudio.

Una  vez  determinados  los  fungicidas  a  ser  utilizados,   se  abord6  la  necesidad  de

disponer  de  una  metodologia  que  permita  realizar  dicho  procedimiento  en  una  gran

cantidad  de  segregantes.   Para  ello,   se  estandariz6  una  tecnica  de  fenotipificaci6n

mediante  un  m6todo  de  microcultivo  (modificado  de Warringer y  Blomberg,  2003)  en

placas de 96 pocillos, en que en cada pocillo se crece un individuo en 200 Lil de medio.

El   primer  paso  fue  determinar  condiciones   6ptimas  para   realizar  el   microcultivo;   a

continuaci6n se detalla,  para cada pafametro ajustado, los resul{ados obtenidos:

•     Tiemco e  intervalo de  medici6n:  Se  determin6  como tiempo maximo  de

inoubaci6n    72    h   dado   que   para    este   tiempo   todas    las    cepas,

independiente  del  medio,  ya  hen  llegado  a  fase  estacionaria.  Aquellas

cepas  que  para  este  tiempo  adn  se  mantenian  en  fase  lag  se  les

consider6  sin  crecimiento.  Se decidi6  ademds  realizar mediciones  cada

20  min  para  obtener curvas  de  alta  resoluci6n  con  uma  mayor densidad

de  datos  que  asegurara  tener  una  regresi6n  de  datos  confiable  en  el

posterior tratamiento de datos (Warringer y Blomberg, 2003).

•     Aaitaci6n:  El poder inc[uir agitaci6n en el microcultivo es impohante para

poder  proveer  uma  dispersion  homogenea  de  las  celulas  (Vvarringer  y
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B]omberg,  2003).  EI soffl^/are permite tener agitaci6n  constante  (durante

el tiempo  de  incubaci6n)  o variable  (s6Io  antes  de  las  mediciones y par

un  tiempo  determinado),  y  tres  niveles  de  intensidad  para  la  agitaci6n

(lenta, meda y rapida). El modo de agitaci6n es importante debido a que,

de   no   encontrarse   una   combinaci6n   adecuada,   pueden   obtenerse

curvas  de  crecimiento  atipicas  y  no  reproducibles.  Para  determinar  la

agitaci6n  con  la  que  se  obtuvieran  mejores  resultados  se  ensay6  una

serie de   combinaciones:  sin agitaci6n,  [enta constante,  media  por 10 s,

media por 30 s,  media por 45 s,  rapida por 1  min y fapida por 2 min (los

procedimientos  de  agitaci6n  indicados  se  aplicaron  justo  antes  de  la

medici6n). A partir de estos ensayos,  se observ6 que cualquiera fuera la

combinaci6n  realizada  la  agitaci6n  causaba  un  agrupamiento  disparejo

de   las   c6lulas,   Ias   cuales   se   acumulaban   hacia   la   periferia   de   los

pocillos,  no  pudiendo  obtenerse  curvas  consistentes  con  el  crecimiento

obtenido   (resul{ados   no  mostrados).   En   base  a   estos   resultados  se

decidi6    trabajar   sin    agitaci6n,    con    lo    cual    las    celulas    decantan

agrupandose  de forma  pareja  en  el fondo  de  los  pocillos,  obteni6ndose

de esta forma curvas de crecimiento sabre las cuales trabajar.

3.2.2.   Desarrollo de un protocolo de tratamienfo de dates para obtener

pafametros asociados a[ crecimjento

Tras   la   obtenci6n   de   curvas  de   crecimiento  fue   necesario   disponer  de   un

protocolo  de tratamiento de  datos que permitiera obtener valores fenotipicos de forma

fapida  y  eficiente.   Para  ello  se  realiz6  un  analisis  de  datos   utilizando  el  so#ware

Gene5TM.   Los   datos   obtenidos   fueron   importados   a   Microsoft   Excel   para   poder
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posteriormente  utilizarlos  en  Graphpad  Prism  (soffl^/are  comercial  cientifico  disefiado

para  realizar  estadistica  y  gfaficos  en  2D),  en  donde  se  les  aplic6  una  regresi6n

sigmoidea   (S/.gmo/.dea/  dose-response/va#.ab/e   s/ape/)   con   interpolaci6n   de   datos

(Motulsky,  2007),  a  partir de la cual se obtienen tanto los valores  maximo y minimo de

la  curva  como  tambi6n  los  valores  de  primeras y segundas  derivadas  en  cada  punto.

De dicha regresi6n se determin6 para cada cepa en estudio tres parametros asociados

al   crecimiento,   llamados  eficiencia,   adaptaci6n  y  velocidad  maxima,   de  la   manera

(modificada de Warringer y col.  (2011)) que se esquematiza en la figura 7.  La eficiencia

corresponde  a  la  diferencia  entre  la  OD  maxima  y  la  OD  minima,  la  adaptaci6n  al

inverso del tiempo en que la segunda derivada es maxima,  y la velocidad  maxima a la

maxima primera derivada;  la adaptaci6n se define como el inverso del tiempo para que

mantenga la misma direccionalidad de los o{ros parametros.

Una   vez   obtenidos    los   valores    para    los   tres    pafametros    asociados    al

crecimiento para cada cepa, tanto en condici6n con tratamiento como control, se sigui6

un  tratamiento  de  datos  modificado  del  trabajo  de  Warringer y  col.  (2003),  el  cual  se

muestra en las ecuaciones (3) y (4).  Cada valorx,,.A obtenido para la cepa 7.,  parametro/.,

condici6n k (tratamiento o  control) fue  normalizado al calcular su  cociente  con  el valor

);,k de su  respectivo normalizador (promedio entre las tres replicas a de la cepa S288c),

esto con el objetivo de eliminar el error asociado a posibles diferencias no controlables

en  las  condiciones  experimentales  (por ejemplo,  diferencias  de temperatura  ambiente

entre  un  experimento y otro,  que pueda causar una  leve diferencia  de temperatura  en

el  equipo).  Luego  se  promediaron  los  valores  obtenidos  para  las  dos  teplicas  r  del

experimento,   y   se   calcul6   el   logaritmo   en   base   dos   de   dichos   promedios   para

normalizar  las  distribuciones  y  disminuir  la  dispersi6n  de  los  datos,  obteni6ndose  asl

32



los  valores  de  rsc,,k  (coeficientes  logaritmicos  de  cepa).  Finalmente,  se  restaron  los

valores  de  la  condici6n  control  a  los  de  la  condici6n  con  tratamiento  para  cada cepa  i

para    asi   obtener   valores   fenotipicos   que    reflejen    diferencias    entre    las    cepas

dnicamente  debidas  al  tratamiento  (y  no  a  las  condiciones  experimentales  utilizadas),

los   cuales   corresponde   a   los   valores   de   JPJ,,.   (indices   logaritmicos   fenotTpicos),

Aquellas  cepas  que  no  presentaron  crecimiento  en  alguna  de  las  dos  feplicas  se  les

asign6,  para  cada  fenotipo,  el  minimo  valor  encontrado  para  el  fenotipo  en  cuesti6n

considerando como referencia las cepas con el menor crecimiento.

LP|,I--LSC,,,,'a,am,en|o)-LSC,I(con,'o,,(4)

En  base  a  la  optimizaci6n  de  este  procedimiento  se  logr6  la  obtenci6n  de

valores  fenotipicos  para  los  tres  pafametros  asociados  al  crecimiento  en  estudio  de

forma  eficiente  para  un  gran  nLlmero  de  cepas,   m6todo  utilizado  para  la  posterior

fenotipificaci6n   de   poblaciones   recombinantes   de   S.    oerev/.s/.ae   tratadas   con   los

fungicidas seleccionados.
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3.3.       Evaluaci6n de resistencia a fungicidas en cepas parentales

3.3.1.   Determinaci6n   de   diferencias   de   resistencia   entre   las   cepas

parentales a los fungicidas seleccionados

Para    determinar    concentraciones    de    los    fungicidas    seleccionados    que

permitieran     evaluar    posteriormente     poblaciones     recombinantes,     se     realizaron

experimentos de diluciones seriadas utilizando las cepas parentales NA, SA, WA y WE,

ademas de la cepa de laboratorio S288c.  En principio se evaluaron para los fungicidas

concentraciones en el Tango de 0,1,1,10 y 100 Llg/ml,  las cuales se encuentran dentro

de  los  rangos  utilizados  en  estudio  previos  (Fai  y  Grant,  2009).  Posteriormente  se

evalu6  para  cada fungicida  otras  concentraciones  buscando  maximizar las  diferencias

de crecimiento entre las cepas.

A  partir de  lo  anterior,  se  obtuvo  un  6ptimo  de  concentraciones  de  200  y  250

ug/ml  para tiabendazol,  de 8 y  10  Lig/ml  para maneb,  y de  15 y 20  Hg/ml  para captan.

Como se  observa,  la concentraci6n 6ptima  para tiabendazol  es  un  orden  de  magnitud

mayor que  aquellas  para  maneb y  captan.  Ademas  de  lo  anterior,  se  determin6  que

para estas concentraciones existen diferencias de resistencia a los fungicidas entre las

cepas  parentales  evaluadas,  presentando  las  cepas  NA  y  WE  mayor  resistencia  a

tiabendazol,   las  cepas  SA  y  NA  mayor  resistencia  a  captan,  y  la  cepa  SA  mayor

resistencia a maneb (figura 8).
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Tiabendazol
ZOO  lJg/ml

Capfan
15 lJ9/ml

YPD+DMSO (5%)
(control)

"abendazol
250 ug/ml

Capfan
20 lJ9/ml

Figura  8.  Re8istencia  a  fungicidas  de  cepas  parenfales.  Para  cada  placa  las  diluciones  seriadas  de
c6lulas  de   levadura  se  encuentran  de  izquierda  (mayor  concentraci6n  de  c6lulas)  a  derecha  (menor
concentraci6n  de  celulas),  lo  cual  se  encuentra  representado  por  los  triangulos  negros  ubicados  en  la
parte  superior  de  la  figura.   Las  concentraciones  de  fungicida  utilizadas  en  cada  placa  son  indicadas,
ademas de los controles YPD e YPD+DMSO.
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3.3.2.   Las cant:idades de DMSO utilizadas no afectan el crecimiento

Dado que la utilizaci6n de DMSO puede afectar el crecimiento de  S.  cerev/.s/.ae,

fue  necesario  evaluar  si  tiene  un  efecto  sobre  el  crecimiento  a  las  concentraciones

utilizadas   para   preparar  las   soluciones   de  fungicidas.   Para   evaluar  su   efecto   se

realizaron  placas YPD+DMSO  a la  maxima concentraci6n  en que fue  utilizado,  la cual

corresponde  a  un  5%  (que  es  la  ocupada  en  la  placa  de  tiabendazol  250  Llg/ml),

observandose  que  no  causa  diferencia  de  crecimiento  entre   las  cepas  parentales

evaluadas  (figura  8).  En  base  a  estos  resultados,  se  decidi6  realizar  los  controles  en

medio sin  DMSO.

3.3.3.   Las  concentraciones  se[eccionadas varian  entre  experimentos  en

medio s6]ido y microcultivo

En  el  caso  de[  microcultivo  se  decidi6  trabajar solo  con  una  concentraci6n  de

cada  fungicida,   partiendo  por  concentraciones  similares  a   las  obtenidas  en   medio

s6lido.   Sin  embargo,   para  maneb  y  en  especial   para  captan,   las  concentraciones

utilizadas   resultaron   ser   limitantes   para   e[   crecjmiento,   por   lo   cua[   fue   necesario

ajustarlas independientemente, escogiendose finalmente concentraciones de 200 ug/ml

para  tiabendazol,  4  ug/ml  para  maneb,  y  0,4  ug/ml  para  captan.   En  la  tabla  2  se

resumen  los  resultados  obtenidos  para  la  evaluaci6n  de  resistencia  a  fungicidas  en

cepas   parentales,   considerando  tanto   las   concentraciones   a  ser  utilizadas   en   las

posteriores  fenotipificaciones,   como   las  cepas  mas  resistentes  y  los  cruces   a  ser

evaluados para cada fungicida, escogidos en funci6n de presentar las cepas parentales

respectivas   la   mayor  diferencia  de   crecimiento   entre   ellas   para   cada   uno   de   lso

fungicidas en estudio.
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Tabla   2.   Resumen   ]os   principales   resultados   obtenidos   para   la  evaluaci6n   de   resisfencia  a
fungicidas en cepas parenta[es.

Fungicida Concentraciones Concentraci6n Cepa(s) mss Cruce a ser
utilizadas en utilizada en resi§tente(s) evaluado
medio s6Iido microcultivo

[ug/mll dug/m]]

Tiabendazol 200 200 WE WAXNA
250 NA

Maneb 810 4 SA WExSA

Captan 15 0,4 SA WExSA
20 NA
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3.4.       Fenotipificaciones en medio s6Iido para poblaciones recombinantes

Para  realizar  el  mapeo  por  ligamiento  de  QTLs  es  imprescindible  contar  para  el

fenotipo  en  estudio  con  valores  fenotipicos  para  cada  segregante  de  la  poblaci6n

evaluada.   Con   el   objetivo   de   obtener   valores   fenotipicos   para   las   poblaciones

recombinantes  se  evaluaron  las  poblaciones  completas  seleccionadas  anteriormente,

WAXNA (83  segregan{es)  para tiabendazol  y WExSA  (96  segregantes)  para  maneb y

captan,  a  las  dos  concentraciones  determinadas  para  cada  fungicida.  Esta  primera

fenotipificaci6n    se    realiz6    en    medio   s6lido,    como    un    m6todo    alternativo    a    la

fenotipificaci6n  en  microcultivo  antes  estandarizada,  dado  que tiene  la ventaja  de  ser

un screen/.ng semi-cuantitativo mas rapido que permite tener una primera aproximaci6n

de  forma  simple,  permitiendo  ademas  comparar posteriormente  las  diferencias  en  los

resultados    que    se    puedan    obtener    al    utilizar    los    dos    metodos    distintos    de

fenotipificaci6n.  En  cada  caso,  se  observaron  diferencias  de  resistencia  dentro  de  la§

poblaciones, encontfandose cepas que no presentan crecimiento y otras que presentan

crecimientos similares al control  (figura 9).

Lo  anterior  se  corrobora  al  observar  ]a  figura  10,  en  la  cual  tambien  es  posible

observar  una  distribuci6n   de  los  segregantes  del  tipo  continua,   sugiriendo  que   la

resistencia  a  estos  fungicidas  corresponde  a  un  rasgo  poligenico.  Al  comparar  las

varianzas poblacionales  obtenidas mediante una prueba  F (tabla 3),  estas resultan ser

significativamente mayores  a mayor concentraci6n evaluada  para tiabendazol  to-va/ue

< 0,004) y para captan to-va/ue < 5,021e-6),  pero no asi para maneb to-va/ue < 0,524).

Los  datos   obtenidos   desde  esta  fenotipificaci6n   en   medio  s6lido  fueron   utilizados

posteriormente para realizar el correspondiente analisis de ligamiento.
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1 § pro/ml
Captan
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Figura  9.  Djferencias  de  resi§tencia  a  fungicldas  on  poblaciones  recombinantes  evaluadas  en
medio  §6lido.   En   cada   caso  se   muestra   una  de  las  tres   replicas   realizadas.   Los   segregantes   se
encuentran  numerados  de  izquierda  a  derecha  para  su  identificaci6n:  (a)  cruce WAXNA con tiabendazol,
(b) cruce WExSA con maneb y (c) cruce WExSA con captan.
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Figura   10.   Distribuci6n  continua  de  los  segregantes  de  poblaciones   recombinante8  en   medio
s6lido. Los segregantes fueron ordenados de menor a mayor indice fenotipico (Pl) obtenido en cada caso.
(a-b)  Resultados  obtenidos  para  el  cruce  WAXNA,  para  (a)  tiabendazol  200  iJg/ml  y  (b)  tiabendazol  250
LJg/ml.  (c-f)  Resultados  obtenidos  para  el  cruce WExSA,  para  (c)  maneb 8  ug/ml,  (d)  maneb  10  LIg/ml,  (e)
captan  15 ug/ml y (f) captan 20 iJg/ml.  Las varianzas poblacionales se muestran en cada gfafico.
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Tabla  3. p-va/ues obtenido§  al  comparar las varianzas  poblacionales  de  las fenotipificaciones en
medio s6Iido.  Las varianzas  se  muestran  entre  pafentesis,  y fueron  analizadas  mediante  una  prueba  F
(***, p-va/ue < 0,001 ; **, p-va/ue < 0,010; *, p-va/ue < 0,050).

Tiabendazol Tiabendazol Maneb lvlaneb Captan Captan
200 I,g/m' 250 lJg/ml 8 ug/ml 10 Hg/ml 15 lJg/ml 20 l]g/ml

(0,007) (0,013) (0,016) (0,018) (0,004) (0,011)

Tiabendazol200I,g/ml(0,007)
- 0'004** 8'706e-5m* 7,809e-6**+ 0'035* 0,019*

Tiabelidazol250IJg/ml(0,013)
- 0,324 0,118 3,658e-7*** 0,501

Maneb8LIg/ml(0,016)
- - - 0,524 7.131e-10*** 0,086

Maneb10ug/ml(0,018)
. - - - 1,924e-11*** 0'020*

Captan15ug/ml(0,004)
- - - - - 5,021 e-6***

Captan20lJg/ml(0,011)
- - - . - -
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3.5.       Fenotipificaciones en microcu[tivo para pob]aciones recombinantes

Ademas  de  llevar  a  cabo  la  fenotipificaci6n  en  medio  s6lido  como  un  screen/.ng

semi-cuantitativo,   se   llev6  tambi6n   a   cabo   la  fenotipificaci6n  en   microcultivo   antes

estandarizada  con  el  obj.etivo  de  obtener valores fenotlpicos  para  los  segregantes  de

dichas poblaciones.  Este segundo m6todo de fenotipificaci6n tiene mss precisi6n al ser

cuantitativo  y   permitir  generar  cin6ticas   de  crecimiento,   de   las   cuales  se   pueden

obtener valores para tres parametros asociados al crecimiento (eficiencia,  adaptaci6n y

velocidad maxima),  lo cual  le otorga la ventaja de ser mas informativo.  Para llevar esto

a   cabo,   las   poblaciones   completas  WAXNA   (83   segregantes)   para   tiabendazol   y

WExSA  (93  segregantes)  para  maneb y  captan fueron  evaluadas  a  la  concentraci6n

determinada  para  cada fungicida.  Cabe  destacar que  3  de  los  96  segregantes  de  la

poblaci6n WExSA fueron descartados al azar para ubicar la  cepa control  (triplicado de

la cepa S288c).

Al  igual  que  para  el  caso  de  la  fenotipificaci6n  en  medio  s6lido,  se  observ6  una

distribuci6n   continua   en   los   segregantes   para   cada   pafametro   de   cada   fungicida

evaluado   (figuras   lla-c,   12a-c   y   13a-c),   reafirmando   que   la   resistencia   a   estos

fungicidas  corresponde a  un  rasgo  polig6nico.  Ademas,  se  observ6  que varias  de  las

cepas no presentaron crecimiento en al menos una de las replicas para cada fungicida,

en  especial  para  maneb  (crecimiento  de  78  de  83  para  tiabendazol,  58  de  93  para

maneb,  73  de  93  para  captan).  Al  evaluar  la  existencia  de  correlaciones  entre  los

parametros  (figuras  lld-f,12d-f y  13d-I)  se  encontr6  que  para  tiabendazol  existe  una

fuerte correlaci6n entre eficiencia y velocidad  maxima (r = 0,613, p-va/we = 3,546e-9) y

una  menor  entre  adaptaci6n  y  eficiencia  (r  =  0,225,  p-va/ue  =  0,049),  pero  no  entre

adaptaci6n y velocidad maxima  (r = 0,106, p-va/ue = 0,358).  Por su  parte,  para maneb
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se encontr6 una fuerte correlaci6n s6Io entre eficiencia y ve[ocidad  maxima  (r = 0,915,

p-va/ue <  2,200e-16),  no  encontrandose  entre  adaptaci6n  ni  con  eficiencia  (r =  0,233,

p-va/ue = 0,078)  ni con velocidad maxima  (r = 0,223, p-va/ue = 0,085).  Mismo caso se

obtuvo   para   captan,   obteni6ndose   una   fuerte   correlaci6n   s6lo   entre   eficiencia   y

velocidad  maxima  (r  =  0,948,  p-va/ue  <  2,200e-16),  pero  no  entre  adaptaci6n  ni  con

eficiencia  (r =  0,139,  p-va/ue  =  0,241)  ni  con  velocidad  maxima  (r =  0,172,  p-va/ue  =

0,147).   Estos   resultados   sugieren   una  fuerte   asociaci6n   entre   los   parametros   de

eficiencia y velocidad maxima, y una falta de asociaci6n entre ellos y la adaptaci6n.

Respecto a  las varianzas poblacionales observadas  (tablas 4 y 5),  al analizar cada

fungicida por separado es posible observar que en el caso de tiabendazol (tabla 4a) las

varianzas  muestran  diferencias  significativas  entre  los  tres  pafametros  (eficiencia  <

velocidad  maxima  <  adaptaci6n),   mientras  que  t;nto  para  maneb  (tabla  4b)   como

captan  (tabla 4c) 6stas  muestran diferencias significativas  al  comparar adaptaci6n  con

los otros dos pafametros (siendo la varianza de la adaptaci6n siempre menor),  pero no

asi  al  comparar  eficiencia  con  velocidad  maxima.   Por  otra  parte,   al  analizar  cada

pafametro por separado es posible observar tanto para eficiencia (tabla 5a) coma para

velocidad maxima (tabla 5b) que las varianzas muestran diferencias significativas entre

los tres fungicida§ (tiabendazol < maneb < captan, en ambos casos), mientras que para

la   adaptaci6n   (tab]a   5c)   se  tienen   diferencias  significativas   entre  tiabendazol   con

maneb y con captan  (siendo  la varianza en tiabendazol siempre menor),  pero no entre

maneb   y   captan.    Estos   resultados   reafirman   la   asociaci6n   existente   entre   los

pafametros   de   eficiencia   y   velocidad   maxima.   Los   datos   obtenidos   desde   esta

fenotipjficaci6n   en    microcultivo   fueron    utilizados   posteriormente    para   realizar   el

correspondiente analisis de ligamiento.
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Figura 11.  Resultados obtenidos de la fenotipificaci6n en microcultivo de los segregantes del cruce
WAXNA  crecidos  en  presencia  de  tiabendarol.  (a-c)  Distribuci6n  continua  de  los  segregantes,   los
cuales   fueron   ordenados   de   menor  a   mayor   lndice  fenotipico   logarltmico   (Lpl)   obtenido,   para   cada
pafametro  en  estudio:  (a)  eficiencia,  (b)  adaptaci6n  y  (c)  velocidad  maxima.  Las  varianzas  poblacionales
se   muestran   en  cada   gfafico.   (d-0   Correlaciones  entre  los   pafamctros   asociados  al   crecimiento:   (d)
adaptaci6n en funci6n de la eficiencia,  (e) velocidad  maxima en funci6n de la eficiencia y (f) adaptaci6n en
funci6n de la velocidad matima.  El coeficiente de carl.elaci6n de Pearson  (r) se indica encuadrado en cada
gfafico (**., p-va/ue < 0,001 ; *, p-va/ue < 0,050).
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Figura 12. Resultados obtenidos de la fenotipificaci6n en microcultivo de lo§ segregante8 del cruce
WExSA  crecidos  en  presencia  de  maneb.  (a-c)  Distribuci6n  continua  de  los  segregantes,  los  ciiales
fueron ordenados de menor a  mayor indice fenctipico logarltmico (Lpl) obtenido,  para cada parametro en
estudio:  (a)  eficiencia,  (b)  adaptaci6n y (c) velocidad maxima.  Las varianzas poblacionales se muestran en
cada gfafico.  (d-f)  Correlacjones entre los  pafametros asociados al crecimiento:  (d)  adaptaci6n  en funci6n
de la eficjencia,  (e) velocidad maxima en funci6n de la eficiencia y (f) adaptaci6n en funci6n de la velocidad
maxima.  El coeficiente de correlaci6n de Pearson  (r) se indica encuadrado en cada gfafico ("., p-va/ue <
0,001).
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Figura  13. Resultados obtenido§ de la fenotipificaci6n en microcultivo de los segregantes del cruce
WExSA  crecido§  en  presencia  de  captan.  (a-c)  Distribuci6n  continua  de  los  segregantes,  los  cuales
fueron ordenados de menor a mayor indice fenotipico logaritmico (Lpl) obtenido,  para cada  parametro en
estudio:  (a) eficiencia,  (b) adaptaci6n y  (c) velocidad  maxima.  Las varianzas  poblacionales  se muestran en
cada gfafico.  (d-f)  Correlaciones  entre  los  pafametros asociados al  crecimiento:  (d)  adaptaci6n  en funci6n
de la eficiencia,  (e) velocidad maxima en funci6n de la eficiencia y (f) adaptaci6n en funci6n de la velociclad
maxima.  El  coeficiente  de  correlaci6n  de  Pearson  (r)  se  indica  encuadrado  en  cada  gfafico  (***,  p-va/ue  <
0,001).
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Tabla 4. p-va/ues obtenidos  al  comparar la§ varianzas  poblacionales  de  las fenotipificaciones en
microcultivo  para  cacla  fungicicla.  Las  varianzas  se  muestran  entre  paientesis.  y  fueron  analizadas
mediante una prueba  F (***, p-va/ue < 0.001 ; ", p-va/ue < 0,010; *, p-va/ue < 0,050).  El analisis compar6
las varianzas entre los distintos pafametros para cada fungicida por separado: (a) tiabendazol, (b) maneb y
(c) captan.

a
Eficienc!a Adaptaci6n Velocidad maxima

(0,012) (0,041) (0,023)

Eficiencia(0,012)
1, 550e-7**. 0,005"

Adaptaci6n(0,041)
- - 0,011 *

Velocidad maxima(0,023)
- - -

Eficiencia Adapfaci6n Velocidad maxima
(0,482) (0,115) (0,531)

Eficiencia(0,482)
- 2,346e-7*** 0,718

Adaptaci6n(0,115)
- - 3,987e-8*"

Velocidad maxima(0,531)
- - -

Eficiencia Adaptaci6n Velocidad maxima
(1,426) (0,166) (1,287)

Eficiencia(1,426)
- <2,200e-16*** 0,665

Adaptaci6n(0,166)
- - 8.882e-16"*

Velocidad maxima(1,287)
- - -
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Tabla  5. p-va/ues obtenidos al  comparar las varianzas  poblacionales  de  las fenotipificaciones en
microcultivo  para  cacla  pafametro.  Las  vaTianzas  se  mliestran  entre  pafentesis,  y  fueron  analizadas
mediante una prueba F ('", p-va/ue < 0,001;  ". p-va/ue < 0,010; +, p-va/ue < 0,050).  El analisis compar6
las   varianzas   entre   los   distintos   fungicidas   para   cada   parametro   por   separado:   (a)   efictencia,   (b)
adaptaci6n y (c) velocidad maxima.

'a'
Tiabendazol(0.012) Maneb(0,482) Captan(1,426)

Tiabendazol(0,012)
- <2,200e-16*** <2,200e.|6H*

Maneb(0,482)
- - 3,812e-5***

Captan(1,426)
- - -

Tiabendazol Maneb Captan
(0,041) (0,115) (0,166)

Tiabendazol(0,041)
- 3,131e-5*** 6,184e-9*.*

Maneb(0,115)
- - 0,152

Captan(0,166)
- - -

Tiabendazol(0,023) Maneb(0,531) Captan(1,287)

Tiabendazol(0,023)
- <2,200e-16*" <2,200e-16***

Maneb(0,531)
- - 0'001"

Captan(1,287)
- - -
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3.6.      Analisis  de  ligamiento  de  las  fenotipificaciones  obtenidas  en  medio

s6lido para poblaciones recombinantes

Una  vez   realizadas   las  fenotipificaciones   para   un   grupo   de   segregantes,   una

estrategia   t]til   para   poder   determinar   las   regiones   gen6micas   que   subyacen   las

diferencias fenotipicas observadas para el rasgo en estudio es el realizar un mapeo par

ligamiento   de   QTLs.   Para   llevar  a   cabo   dicho   mapeo   por  ligamiento   se   utiliz6  el

programa  R/qtl,  en  primera  instancia  con  los  datos  de  las fenotipificaciones  en  medio

s6Iido.  Para  tiabendazol  (cruce  WAXNA),  se  obtuvo  el  QTL  significativo  Xl.322  (LOO

score 3,74) para la concentraci6n de 200 Llg/ml, siendo la varianza fenotipica explicada

por este QTL estimada en un 7,8 % (figura 14a y tabla 6a).

Por su  parte,  para  maneb  (cruce WExSA)  se  obtuvo  para  la  concentraci6n  de  8

Lig/ml   los   QTLs   significativos   11.308   (LOO   score   2,86)   y  Vl.65   (LOO   score   7,22),

mientras  que  para  la  concentraci6n  de  10  ug/ml  se  obtuvieron  los  mismos  dos  QTLs

(LOO  scores  2,47  y  6,84,  respectivamente),  siendo  el  QTL  11.308  menos  significativo

(figura  14b  y  tabla  6b).  Con  el  objetivo  de  determinar  la  existencia  de  interacciones

entre   los   QTLs   encontrados,   y   subsecuentemente   los   porcentajes   de   varianza

fenotipica explicados por cada  QTL,  se gener6 un modelo de interacci6n entre los dos

QTLs   tambi6n    utilizando   el   programa   R/qtl,    no   presentandose   una   interacci6n

significativa entre ellos,  y obteniendose que para ambas concen{raciones evaluadas (8

y   10   Hg/ml)  explican   de  forma  conj.unta  aproximadamente  el  40%  de  la  varianza

fenotipica  (43,7% y 39,3%,  respectivamente).  De particular intefes resulta el QTL Vl.65

puesto   que  es   el   mss   importante   encontrado,   explicando   30.5%   y  26.8%   de   las

varianzas  fenotipicas  para  cada  concentraci6n  evaluada,  mientras  que  para  el  QTL

11.308 dichos porcentajes son de 8,7% y 9,2%  (tabla 6b).
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Finalmente,  para captan (cruce WExSA) se encon{r6 tanto para la concentraci6n de

15  L]g/ml como de 20  ug/ml nuevamente el QTL significativo Vl.65  (LOO scores 6,06 y

11,13,  respectivamente) antes encontrado para maneb, el cual explica respectivamente

29,7%  y  49,9%  de  la  varianza  fenotfpica  (figura  14c  y  tabla  6c),  sugiriendo  que  en

dicha  regi6n gen6mica se encuentra  un gen de efecto  mayor respecto  a la  resistencia

tanto   a  maneb  como  a  captan.  Adicionalmente,   se  obtuvo  el   QTL  marginalmente

significativo  lv.902  (LOO score 2,42),  explicando  una  menor varianza  (3,7%).  AI  igual

que para el caso de los QTLs encontrados para maneb, no se encontr6 una interacci6n

significativa entre estos dos QTLs (tabla 6c).

Ademas  de  rea[izar los  analisis  a  las  fenotipificaciones  respectivas,  tambi6n  se  le

realiz6  a  los  dato§  de los  controles  (YPD)  por separado,  para  constatar que  los  QTLs

encontrados  se  deban  efectivamente  a  los  tratamientos  con  fungicidas  y  no  a  las

condiciones   experimentales   empleadas.   Al   realizar  este   analisis   no   se   obtuvieron

regiones  significativas  para  ninguno  de  los  dos  cruces  (figura  15),  sugiriendo  que  los

QTLs  encontrado§  se  deben  s6lo  al  tratamiento  con  los  respectivos fungicidas  y no  a

las condiciones experimentales de la fenotipificaci6n en medio s6Iido.
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Figura  14.  Grafico  de  LOO  score  en  funci6n  de  la  posici6n  en  el  genoma  para  lo8  an5lisis  de
ligamiento  de  fenotipificaciones  en  medio  $6lido.  (a)  Tiabendazol  200  ug/ml  (naranjo)  y  250  ijg/ml
(morado).  Las  lineas  punteadas  corresponden  a  los LOO scores de corte de 2,83 to-va/ue < 0,050),  2,38
to-va/ue  <  0,150)  y  1,77  to-va/ue  <  0,500).  (b)  Maneb  8  ug/ml  (naranjo)  y  10  LIg/ml  (morado).  Las  lineas
punteadas  corresponden  a  los  LOO  scores de  corte  de  2,78  a-va/ue  <  0,050),  2,37  a-va/ue  <  0,150)  y
1,78   to-va/ue  <   0,500).   (c)   Captan   15   iJg/ml   (naranjo)   y   20   iJg/ml   (morado).   Las   lineas   punteadas
corresponden a los LOO scores de corte de 2,89 a-va/ue < 0,050), 2,42  to-va/ue < 0,150) y  1,77 a-va/ue
< 0,500).
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Tabla 6.  Resultados  obtenido§  del  analisis  de  ligamiento  para  las fenotipifroaciones  realizadas  en
media s6lido. (a) Tiabendazol. (b)  Maneb.  (c)  Captan.

a
Concentraci6n Elemento Po§ici6n LOD p-value Varianza

mg'ml] de'modelo Score fenotipicaexDlicada(%)

200 Q1 XI.322 3,74 0,005 7,8

250 - - - - -

(b)Concentl.aci6n
Elemento Posici6n LOD p-value Varianza

[Hg/m'] delmodelo Score fenotipicaexplicada(0/a)

8 Q1 11.308 2,86 0,040 8.7

Q2 Vl.65 7 ,2:2 0,000 30,5
Modelo Q1  + Q2 - - 43,7

10 Q1 11.308 2,47 0,119 9,2
Q2 Vl.65 6.84 0,000 26,8

Mode'o Q1  + Q2 - - 39,3

(c)
Concentraci6n Elemento Posici6n LOD p-value Varianza

mg/ml] delmodelo Score fenotipicaexplicada(%)

15 Q1 Vl.65 6.06 0,000 29,7
20 Q1 lv.902 2,42 0,150 3,7

Q2 VI.65 11,13 0,000 49,9
Modelo Q1  + Q2 - - 58,5
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Figura  15.  Gfafico  de  LOO  score  en  funcl6n  de  la  posici6n  en  el  genoma  para  los  controles  en
media s6lido.  (a)  Cruce WAXNA:  Las  lineas punteadas corresponden  a los LOO scores de corte de 2,75
(0  <  0,15),  2,35  to-va/ue  <  0,150)  y  1,77  a-va/ue  <  0,500).  (b)  Cruce  WExSA:   Las  lineas  punteadas
corresponden a los LOO scores de corte de 2,75 to-va/ue < 0,050), 2,34 to-va/ue < 0,150) y 1,74  to-va/ue
< 0,500).
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3.7.      Analisis    de    ligamiento    de    las    fenotipificaciones    obtenidas    en

microcultivo para pob]aciones recombjnantes

Al  momento de realizar las fenotipificaciones se dispuso de dos  metodos distintos,

medio  s6lido  y  microcultivo,   debido  a  que   mientras  el   primero  se   utiliz6   como   un

screertt.ng  semi-cuantitativo  mas  fapido  para  obtener  una  primera  aproximaci6n  de

forma simple,  e[ segundo es e[ metodo de interes por ser cuantitativo y mss precise,  lo

cual aumenta la resoluci6n al momento de determinar regiones gen6micas asociadas a

los  rasgos  en  estudio.  Dado  lo  anterior,  una  pregunta  par  responder  es  si  los  QTLs

encontrados  realizando  los  analisis  de   ligamiento  sabre  lo§  datos  de  las  distintas

fenotipificaciones son los mismos o bien son distintos,  para cada uno de los fungicidas

evaluados.  Par  ende,  y  al  igual  que  para  el  caso  del  analisis  de  ligamiento  con  los

datos de las fenotipificaciones en medio s6Iido, se llev6 a cabo el mapeo por ligamiento

utilizando    el    programa    Fvqtl,    esta    vez    utilizando    los    datos    obtenidos    de    las

fenotipificaciones  en  microcultivo.   Para  tiabendazol  (cruce  WAXNA)   no  se  encontr6

ningun   QTL   significativo   (figura   16a),   distinto   al   caso   en   medio   s6lido   donde   se

identific6 el QTL XI.322.

Par su  parte,  y como se observa en  la figura  16b y la tabla 7a,  para  maneb (cruce

WExSA)  no  se  replicaron  los  QTLs  11.308  y  QTL VI.65  encontrados  en  medio  s6lido.

Sin   embargo,   se   obtuvieron   otros   QTLs   anteriormente   no   identificados   (algunos

marginalmente significativos),  como son Vll.331  (LOO score 5,32)  y X.725  (LOO score

2,82)  para  el  pafametro  de  eficiencia;  Vl.196  (LOO  score  2,42),  Vll.516  (LOO  score

5,35)  y  XIIl.875  (LOO  score  2,75)  para  el  pafametro  de  adaptaci6n;  y  Vl.196  (LOO

score 3,08) y Vll.331  (LOO score 5,00) para el parametro de velocidad maxima.  Debido

a   que   los   QTLs  VI.65   y  Vl.196   se   encuentran   muy   cercanos   fisicamente   en   el
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cromosoma Vl,  existe la  posibilidad de que estos se encuentren ligados,  y que por ello

el   sotware   identifique   este   segundo   QTL   y   no   el   primero.   Para   evaluar   dicha

posibindad,  y tambien  utilizando  R/qtl,  se  evalu6 e[  [igamiento  y  la  asociaci6n  entre  los

marcadores  existentes  en  el  cromosoma  Vl  (figura  17),  en  particular  los  existentes

entre  los dos marcadores correspondientes a los QTLs antes  nombrados.  Se observa

que   existe   un    mediano   grado   de    ligamiento   entre   ambos   QTL§    (fracci6n   de

recombinaci6n  de  0,198),  encontfandose  asociados  de  forma  estrecha  (LOO  score

8,16),  par lo  cual  no  es  posible descartar que dado el  ligamiento entre ellos estas dos

regiones  no  correspondan  a  QTLs  independientes,  y  por  ende  en  ambos  casos  se

tenga el mismo locus causal para el fenotipo estudiado.

Por   otro    lado,    y   de    igual    manera   que   para   el    analisis   de    ligamiento   de

fenotipificaciones en medio s6lido, se determin6 Ia existencia de interacciones entre los

QTLs  encontrados  y  los  respectivos  porcentaj.es  de  varianza  fenotipica  explicada  por

cada uno de ellos, encontrandose en esta ocasi6n casos de interacci6n entre pares de

QTLs   que   explican   bajos   porcentajes   de   varianza  fenotipica:   dos   para   velocidad

maxima  (6,3%  y  3,4%),  y  uno  para  adaptaci6n  (3,8%)  (tabla  7a).  Por  su  parte,  los

modelos  de  interacci6n  generados  para  cada  parametro  explican  34,8%  (eficiencia),

50,3%  (adaptaci6n)  y  38,6%  (velocidad  maxima)  de  la  varianza  fenotipica  observada

en cada caso.

Finalmente,  para  captan  (cruce  WExSA)  en  microcultivo  no  se  encontr6  el  QTL

IV.902 previamente identificado en media s6lido (figura  16c y la tabla 7b).  Por su parte,

el  QTL Vl.65  previamente  identificado  en  medio  s6lido  aparece  nuevamente  para  los

pafametros  de  eficiencia  (LOO  score  5,23),  adaptaci6n  (LOO  score  3,70)  y  velocidad

maxima  (LOO  score  5,70),  confirmando  su  importancia  antes  vista  en  el  caso  de  los
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experimentos   en   medio   s6lido,   explicando   porcentaj.es   de   varianza   fenotipica   de

23,4%,   8,3% y 22,9%, respectivamente (tabla 7b). Tambien se encontraron otros QTLs

no  observados en  medio s6lido  (algunos marginalmente significativos),  como son  para

los  parametros  de  eficiencia  y velocidad  maxima  los  QTLs  11.469  ([OD  scores 2,75  y

2,73,  respectivamente)  y X.669  (LOO scores 3,16  y  3,48,  respectivamente),  y  para  el

pafametro de adaptaci6n los QTLs X.465 (LOO score 2,68) y Vll.526 (LOO score 3,47).

Este tlltimo tambien fue encontrado para el mi§mo pafametro en el caso del maneb en

microcultivo.  Sobre  las  interacciones  encontradas,  s6lo  se  hall6  un  caso  (eficiencia),

que  al  igual  que  los  encontrados  para  maneb  representa  un  bajo  porcentaje  de  la

varianza de 3,1% (tabla 7b).  Por su parte,  los modelos generados para cada pafametro

explican  40,1%   (eficiencia),   32,6%   (adaptaci6n)  y  41,6%   (velocidad   maxima)  de  la

varianza fenotipica observada en cada caso.

De  la  misma  manera  que  para  el  analisis  de  fenotipificaciones  en  medio  s6lido,

tambi6n  se  realiz6  a  los  datos  de  los  controles  (YNB)  un  analisis  por separado,  para

constatar que  los  QTLs  encontrados  se  deban  efectivamente  a  los  tratamientos  con

fungicidas  y  no  a  las  condiciones  experimentales  empleadas.  Si  bien  en  el  ca§o  del

cruce  WAXNA  no  se  obtuvo  ninguna  region  sabre  los  limites  de  significancia  (figura

18a),  para el cruce WExSA si se observan QTLs significativos (figura  18b).  Estos QTLs

corresponden a Vl.65 (LOO score 3,50)  para eficiencia, VII.331  (LOO score 3,38)   para

adaptaci6n,   y  VII.516   (LOO  score  4,76)  y  VI.65   (LOO   score  4,16)   para  velocidad

maxima,  los  cuales  coinciden  con  algunos  de  los  observados  con  los  tratamientos  de

maneb  y  captan,  aunque  comparativamente  tienen  LOO  scores  menores  que  ellos.

Estos  resul{ados sugieren que estos QTLs podrian  estar implicados tanto en fenotipos

de crecimiento como de resistencia a los fungicidas evaluados.
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Figura  16.  Gfafico  de  LOO  score  en  funci6n  de  la  posici6n  en  el  genoma  para  los  analisis  de
ligamiento   de   fenotipificacione§   en   microcultivo.   Los   tres   parametros   asociados   al   crecimiento,
eficiencia  (azul),  adaptaci6n  (rojo) y velocidad  maxima  (verde),  se  muestran  para el tratamiento con  cada
fungicida:  (a)  Tiabendazol:  Las  lineas  punteadas  corresponden  a  los  LOO  scores  de  corte  de  2,86  (0  <
0,05), 2,36 to-va/ue < 0,150) y 1,76 to-va/ue < 0,500). (b) Maneb: Las llneas punteadas corresponden a los
LOO scores de corte de 2,85 to-ve/ue < 0,050), 2,36 ®-va/ue < 0,150) y 1,78 to-va/ue < 0,500). (c) Captan:
Las lineas  punteadas  corresponden a  los LOO scores de corte de 2,79  to-va/ue < 0,050),  2,38  a-va/ue <
0,150) y 1,77 to-va/ue < 0,500).
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Tabla  7.  Resultado§  obtenidos  del  analisis  de  ligamiento  para  las  fenotipificaciones  realizadas  en
microcultivo.  (a) Maneb.  (b) Captan.

a
Pafametro Elemento Posici6n LOO p-value Varianza

de'model
a

Score fenotipicaexplicada(%)

Eficiencia Q1 VII.331 5,32 0,000 20,3

Q2 X.725 2,82 0,067 6,6
Mode 0 Q1  + Q2 . - 34,8

Adapfaci6n Q1 Vl.196 2,42 0,134 11,7

Q2 Vll.516 5,35 0,000 23,8

Q3 Xlll.875 2,75 0,066 23,0

lnteracc 6n Q1:Q3 - - 6,3

lnteracc 6n Q2:Q3 - - 3,4
Mode a Q1  + Q2 + Q3 + Q1:Q3 + Q2:Q3 - - 50,3

Velocidadmaxima Q1 VI.196 3,08 0,037 13,5

Q2 Vll.331 5,00 0,001 23,4
lnteracci6n Q1:Q2 - - 3,8

Modelo Q1  + Q2 + Q1:Q2 - - 38,6

(b)Pafametro
Elemento Posici6n LOO p-value Varianza

delmode'o Score fenotipicaexplicada(%t

Eficiencia Q1 11.469 2,75 0,061 7,0

Q2 Vl.65 5,23 0.000 23,4
Q3 X.669 3,16 0,025 9,3

lnteracci6n Q2:Q3 - - 3,1

Modelo Q1  + Q2 + Q3 + Q2:Q3 - - 40,2

Adaptaci6n Q1 Vl.65 3,70 0,006 8,3
Q2 Vll.516 3,47 0,011 14,8

Q3 X.465 2,68 0,066 3,5
Modelo Q1  + Q2 + Q3 . - 32,6

Velocidadmaxlma Q1 [[.469 2,73 0,069 11,4

Q2 Vl.65 5,70 0,000 22,9
Q3 X.669 3,48 0,008 6,0

Modelo Q1  + Q2 + Q3 - - 41,6
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Vl.36                     Vl.65                      Vl.93                     VI.153                   VI.196                    Vl.23g

Figura  17.  Ligamiento  y  asociaci6n  entre  los  marcadores  presentes  en  el  cromosoma  Vl.  Las
fracciones de recombinaci6n estimadas se muestran sobre la diagonal, y los LOO scores se muestran bajo
la   diagonal.   La   escala   de   colores   representa   dichos   valores,   en   que   el   color   rojo   indica   pares   de
marcadores que parecen estar ligados (baja fracci6n de recombinaci6n, a alto LOO score), mientras que el
celeste indica pares que no estan ligados  (alta fracci6n de recombinaci6n,  o bajo LOO score).  Los valores
de  ligamiento  y  asociaci6n  entre   los   marcadores  Vl.65  y  Vl.196  se  encuentran   marcados  dentro  de
rectangulos negros.
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Figura  18.  Gfafico  de  LOO  score  en  funci6n  de  la  posici6n  en  el  genoma  pai'a  los  controles  en
microcultivo.  Los tres parametros asociados al crecimiento. eficiencia (azul), adaptaci6n  (rojo) y velocidad
maxima   (verde),   se  muestran   para  cada  condici6n  control:   (a)   Cruce  WAXNA:   Las   llneas  punteadas
corresponden a  los LOO scores de corte de 2,77 to-va/ue < 0,050), 2,36 ®-va/ue < 0,150) y 1,77 a-va/ue
<  0,500).  (b)  Cruce WExSA:  Las  lineas  punteadas  corresponden  a  los  LOO  scores  de  corte  de  2,89  to-
va/ue < 0,050), 2,39 a-va/ue < 0,150) y 1,77 ®-va/ue < 0,500).

61



3.8.       Identificaci6n  y  validaci6n   del   gen   R/M75  como  uno  de  los  genes

involucrados en la resistencia a maneb y captan

3.8.1.   Comprobaci6n  de  la  vinculaci6n  existente  entre  el  QTL VI.65  con

los fenotipos en estudio

Tras  los  analisis  de  ligamiento  realizados,  en  los  cuales se  encontr6  una serie

de QTLs que podrian explicar la diferencia de resistencia a los fungicidas en las cepas

en estudio,  se  analiz6 en  detalle el  principal  QTL  identificado  en  este estudio tanto  en

medio   s6Iido   como   microcultivo.   Este   QTL   (Vl.65)   present6   en   medio   s6lido   para

maneb  LOO  scores  de  7,22  (8  ug/ml)  y  6,84  (10  ug/ml),  y  para  captan  de  6,06  (15

ug/ml)   y   11,13    (20   Lig/ml),    mientras   que   en    microcultivo    para   captan   de   5,23

(eficiencia),  3,70  (adaptaci6n)  y  5,70  (velocidad  maxima).  Antes  de  identificar  genes

candidatos dentro de este QTL, fue necesario comprobar la vinculaci6n existente entre

el  marcador ligado  al  QTL,  el  cual  corresponde  al  locus YFL034W,  y los fenotipos  en

estudio (resistencia a ambos fungicidas).

Para    realizar   dicha    comprobaci6n    se    utilizaron   valores   fenotipicos    (Lpl)

obtenidos  de  la fenotipificaci6n  en  medio s6lido  (figura  19),  a  los  cuales se  les  realiz6

una prueba t de Student para determinar si existia una diferencia significativa entre los

promedios  de  Lpl  de  segregantes  que  portan  el  alelo  resistente  (SA)  y  segregantes

que  portan  el  alelo  sensible  (VVE).  Realizado  este  analisis  se  encontr6  una  diferencia

significativa  to-va/I/e  =  2,364e-11)  para  dichos  promedios,   comprobandose  de  esta

forma la existencia de la relaci6n entre la resistencia al fungicida de los segregantes en

medio s6lido, y el alelo que portan.
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Figura  19.  Vinciilaci6n  entre  el  QTL  VI.65  y  los  fenotipos  en  e8tudio.  (a)  Alelos  presentes  para  el
marcador YFL034W en  cada  uno  de  los  segregantes  del  cruce WExSA.  Las  placas  corresponden  a  un
experimento con  maneb  10 ug/ml, y en ellas se marcan los segregantes que poseen el alelo WE (n = 48,
azul)  y  SA  (n  =  48,  rojo).  (b)  Effect p/Of  en  que  se  grafican  los  indices  fenotipicos  (Pl)  en  funci6n  del
genotipo  pal.a  los  segregantes  de  las  fotos  mostradas  en  (a).   Las  barras  indican  el  promedio  ±  error
estandar.  Se  encontfo  una diferencia  significativa  entre  los  promedios  ("*,  p-va/tie  <  0,001;  prueba  t  de
Student no pareada).
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3.8.2.   Identificaci6n de genes candidatos en el QTL Vl.65

Ya  comprobada  la  participaci6n  del  QTL  Vl.65  en  la  resistencia  a  maneb  y

captan, se estudi6 la regi6n gen6mica adyacente al marcador YFL034W para asi poder

identificar   posibles   genes   candidatos   dentro   de   dicho   QTL.    Debido   a   que   los

marcadores  mss  cercanos,  YFL049W (Vl.36)  e YFL022C  owl.93),  se  encuentran  cada

uno  a  aproximadamente  a  30  kb  de  distancia  del  marcador  YFL034W,  se  decidi6

acotar  la  btlsqueda  a  una  distancia  media  a  cada  uno  de  ellos  (esto  es,15  kb  hacia

cada lado del cromosoma) desde la posici6n Vl.65 (figura 20).

Con  el  objetivo  de   identificar  diferencias  en  las  secuencias   nucleotidicas  y

aminoacidicas  entre  los   alelos   de   las   cepas   SA  y  WE  que   pudieran   explicar  las

diferencias  fenotipicas  observadas,   se  realizaron  alineamientos  para  todos  los  loci

encontrados  en   la   regi6n   de   30   kb   estudiada.   En   la   mayoria   de   las   secuencias

nucleotidicas    estudiadas    se    encontraron    mutaciones,     la§    cuales    en    general

correspondian a mutaciones silenciosas o bien a mutaciones sin sentido conservativas,

por lo cual es improbable que sean las causantes de las diferencias de resistencia a los

fungicidas  evaluados  (tabla  8).  Distinto  es  el  caso  del  gen  I?/M75  (YFL033C),  para  el

cual  se  observa  que  el  alelo  WE  presenta  una  inserci6n  de  dos  pares  de  bases  en

comparaci6n al alelo SA (g.463464inscA), lo que causa un corrimiento en el marco de

lectura  y  la  subsecuente  existencia  de  un  cod6n  de  t6rmino  prematuro,  produciendo

una  proteina trunca  (figura 21).  Debido a esta diferencia entre  los  productos proteicos

del gen R/M75 para las dos cepas en estudio es que se eligi6 este gen como candidato

de ser el locus responsable del QTL VI.65.
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Figura  20.  Determinaci6n  de  genes  candidatos  pare  el  QTL VI.65.  Los  genes  candidatos  estudiados
corresponden  a  aquellos  presentes  a  una  distancia  de  la  posici6n  Vl.65  de  (a)  15  kb  hacia  el  inicio  del
cromosoma  owl.50) y (b)  15 kb hacia el final del cromosoma ovl.80).  Las imagenes fueron obtenidas desde
el sitio web de la NCBl  (http:/twww.ncbi.nlm.nih.gov/gene/850510).
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Tabla 8. Diferenclas encontradas entre secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de las cepas SA y
WE.  Las secuencias de los loci YFL034C-A (RPL22B) e YFL034C-B (M082) no fueron analizadas debido
a  que  no  se  di§ponla  de  sus  secuencias  nucleotidicas  completas.  Para  el  locus  YFL033C  (RW79  se
muestran  s6Io  las  mutaciones  previas al  cod6n  de termino prematuro  que  se  genera  en  el  alelo WE.  EI
criterio  para  determinar si  las sustituctones son  o  no conservativas es el  mismo  que  el  entregado  por el
soffi^/are Clustalomega, basado en la utilizaci6n de una tabla Blosum62 (Nelson y Cox, 2006).

Locus Diferencias entre secuencia§ Diferencias entre secuencia§
nu cleotidicas (SA>WE) aminoacidicas (SA>WE)

YFL028C Mutaciones silenciosas: Sin diferencias de secuencia
(CAF16) •  g.54A>G

•   g.111A>T
•  g.576G>A
•  a.699T>C

YFL029C Mutaciones con cambio de sentido: Sustituciones conservativas:
(CAK1) •  g.769A>G N257D

Mutaciones silenciosas:
•  g.549T>A
•  g.855A>G
•   g.918C>T
•   ci.1093C>T

YFL030W Mutaciones silenciosas : Sin diferencias de secuencia
(AGX1) •   g.36C>T

•   g.162T>C
•   g.177T>G
•  g.426A>G
.   g.510G>A
•   a.1098T>C

YFL031W Mutaciones con cambio de sentido: Sustituciones conservativas:
(HAC1) •  g.268G>A E90K

•  g.358A>G T120A

Mutaciones silenctosas:
•  g.219T>C
•  g.285C>T
•  a.336C>T

YFL033C Mutaciones con cambio de sentido: Sustituciones no conservativas:
uRIM15) •  g.154T>C •   L52P

•  g.155T>C
Sustituciones conservativas:•  g.392G>A

•  g.393C>T S131N

Mutaciones silenciosas: Deleciones:
•  g.273T>C •  V165_H1780del (proteina trunca)
•  g.384T>C
•  g.447A>G

lnserciones/deleciones:
•  a.463464inscA

YFL035W Mutaciones con cambio de §entido: S u§tituctones conservativas:
(RP041) •  g.1453G>A •  G485S

•  g.2329T>A S777T
•  a.3925G>C •  V1309L

(continda en pagina sigiliente)
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LOcus Dlferencla§ entre §ecuenclas Diferencias entre secuencias
nucleotidi cas (SA>WE) aminoacidicas (SA>WE)

YFL035W Mutaciones silenciosas :
uRP041) •  g.168A>G

•  g.171A>G
•  g.213T>C
.  g.1030C>A
.  g.1230A>G
•  g.1437G>A
•  g.1493G>A
•  g.2229G>T
•  g.2433A>G
•  g.2445T>C
•  g.2638C>T
•  g.2829C>T
•  g.2841C>T
•  g.2905C>T
•  g.2913A>G
•  a.4049C>T

YFL037W Mutaciones con cambio de sentido: S ustituciones conservativas:
(7-u82) •  a.1337A>G o  Q446R

YFL038C Mutaciones silenciosas: Sin diferencias de secuencia
(YPT1) a.393G>T

YFL039C(ACT1' Sin diferencias de secuencia Sin diferencias de secuencia

YFL040W Mutaciones con cambio de sentido: Sustituciones no conservativas:
•  g.130T>C •  S44P
•  g.254G>A •  C85Y
•  g.675A>T

Sustituciones conservativas:I  g.1489G>AMutacionessilenciosa§ :
E225D

•  G497S
.  g.399G>A
•  g.432T>C
•   g.621A>G
•  g.1074C>T
•  g.1299T>C
•  a.1389G>A

YFL041W Mutactones con cambio de sentido: Sustituciones conservativas:
(FEr5) •  g.43G>A I   V15l

•  g.688G>A D230N
•  g.1276A>G '  N426D
•  g.1342A>G N448D
•  g.1387C>T L463F
•  g.1607G>AMutacionessilencic)sas:

Sustituciones no conservativas:
•  G536D

•  g.63T>C
.  g.222T>A
•  g.243T>C
•  g.315C>T
•  g.681T>C
•  g.825T>C
•  g.999G>A
•  g.1272C>T
•  a.1419G>C
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(a)

SA                421      ACGACCTTGGAAGCACGTGGTATCTTAATCAGGGATGGCCACA--CACAGTTGCCCTCTC       4 80
WE                 421      ACGACCTTGGAAGCACGTGGTATCTTGATCAGGGATGGCCACACACACAGTTGCCCTCTC       47 8

**************************   ****************      ***************

SA                4 81      ACACGATGTGGATAGTCAAGCCTCGCACAAACGACTGGTCAGACTTTTATGCCAACGAAG      54 0
WE                 47 9      ACACGATGTGGATAGTTAAGCCTCGCACAAACGACTGGTCAGACTTTTATGCCAACGAAG      538

****************   *******************************************

(b)

SA                      1      MFNRSNTAGGSQAMKEGLGINKLSPISSNSNPSSLTSSNYEKYLQLATEKNI.CMILEI.EL       60
WE                       1      MFNRSNTAGGSQAMKEGLGINKLSPISSNSNPSSI.TSSNYEKYLQI,ATEKNPCMILELEL       60

************************************+**************    ********

SA                119       DGKVR¥GSPQWNTITGVADDSGSSPTYIADLILGSDQDKGVFQKATDMLLMNDDTSCTIT       120
WE                 119       DGKVRYGSPQWNTITGVADDSGSSPTYIADI.ILGSDQDKGVFQKATDMLLMNDDTSCTIT       12 0

******+***************************************************+*

SA                121       FKIKAAD¥EGSAGCDDESTITTLEARGILIRDGHTQLPSHTMWIVKPRTNDWSDF¥ANED      180
WE               121      FKIKAADYEGNAGCDDESTITTLEARGILIRDGHTHSCPLTRCG ----------------      164

**********    *************+**********  '              *

Figura   21.   Alineamiento   de   secuencias   de   R/M75  y   Riml5p..  (a)   Alineamiento   de   secuencias
nucleotidicas  del  gen  R/M75.  En  azul  se  muestra  la  zona  en  donde  se  encuentra  la  inserci6n  de  dos
nucle6tidos  en  el  alelo WE  (nucle6tidos 464-665)  y  el  triplete  de termino  existente  en  rojo.  El  resto  de  la
secuencia no presenta diferencias, resultando en un porcentaje de identidad del 98,80%.   (b) Alineamiento
de secuencias aminoacidicas de  la  proteina  Riml5p.  Se muestra  la zona en  que existe homologia  entre
ambas proteinas.  La proteina trunca de la cepa WE tiene s6lo  164 aminoacidos,  mientras que la proteina
de la cepa SA tiene 1780 aminoacidos. EI porcentaje de identidad entre ambas es del 93,90%.
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3.8.3.   Particjpaci6n del gen A/AV75 en la resistencja a maneb y captan

El   gen   R/M75  codifica   una   proteina   quinasa   serina/treonina   (Riml5p)   que

participaria  en   la   regulaci6n   de  la   divisi6n   celular,   proliferaci6n,   y  esporulaci6n   en

respuesta   a   la   disponibilidad   de   nutrientes   (Broach,   2012).   Este   gen   ya   ha   sido

encontrado  anteriormente  como  responsable  de  la  variaci6n  en  otros  fenotipos  en

estudio  (Bergstr6m  y col.,  2014),  por lo  cual  representa  un  buen  candidato para ser el

locus responsable del QTL Vl.65.

Con el objeto de comprobar si las diferencias observadas entre las cepas WE y

SA en la resistencia a maneb y captan se deben al gen R/M75,  se evalu6 la existencia

de diferencias fenotipicas debidas a los distintos alelos de dicho gen presentes en cada

cepa.   Para  ello  se   realiz6   un   analisis  de  hemicigosidad   reciproca,   en   el   cual  se

compararon  dos  cepas  hibridas  que  s6Io  se  diferencian  por  el  alelo  presente  en  un

dnico  locus  hemicigoto,  en  este  caso  I?/M75.   Las  cepas  parentales  (SA  y  WE),  el

hibrido (CC28F) y los reciprocos hemicigotos (YJM7 e YJM8) fueron crecidos en medio

s6lido  en  presencia  de  cada fungicida  (maneb  10  ug/ml  y captan  10  Llg/ml).  Como se

observa  en  la  figura  22,  el  reciproco  hemicigoto  YJM8  (que  porta  s6lo  el  alelo  del

parental  resistente  SA)  tiene  un  mayor  nivel  de  resistencia  a  ambos  fungicidas  en

comparaci6n  con  el  reclproco  hemicigoto  YJM7  (que  porta  s6lo  el  alelo  del  parental

sensible   WE).    Este   resultado   demuestra   la   participaci6n   del   gen   R/M75   en   la

resistencia  a   maneb  y  captan,   debido  a  que  la   presencia  del   alelo   resistente   en

hemicigosis confiere al  hibrido el fenotipo del  parental resistente  (SA),  mientras que el

alelo sensible le confiere el fenotipo del parental sensible (V\/E).
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YPD
(control)

Maneb
10 lJg/m'
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10  LJg/ml
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YJM8

YJM8

YJM7

YJM7

CC28F

CC28F

Figura  22.  Resistencia  diferencial  a  maneb  y  captan  entre el  hibrido y  los  reciprocos  hemicigotce
para  el  gen  R/M75.  Para  cada  place  las  diluciones  seriadas  de  c6lulas  de  levadura  se  encuentran  de
izquierda   (mayor  concentraci6n   de  celulas)   a   derecha   (menor  concentraci6n   de  c6lulas),   lo  cual   se
encuentra repre§entado per los triangulos negros ubicados en la parte superior de la figura. Se encuentran
por  duplicado  tanto  el   hibrido  (CC28F)  coma  el  reciproco  hemicigoto  que  tiene  el  alelo  del   parental
sensible  ryJM7)  y  el  reciproco  hemicigoto  que  tiene  el  alelo  del  parental  resistente  O'JM8).  Tambien  se
encuentran los parentales WE (sensible) y SA (resistente).
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4.    DISCUSION Y PROYECCIONES

Gran   parte  de   los  rasgos  fenotipicos  de   un   individuo  estan   determinados   por

multiples  regiones  del  genoma,   ademas  de  interacciones  gen-gen  y  gen-ambiente

(Mackay   y   col.,   2009),   presentando   como   consecuencia   variaciones   cuantitativas

dentro  de  una  poblaci6n  (Klug  y  Cummings,  1999).  La  metodologia  predominante  en

estudios  de  genetica  cuantitativa  para  la  btisqueda  de  las  bases  moleculares  que

subyacen  dichas variaciones  es  el  mapeo por ligamiento de  QTLs  (Travisano y Shaw,

2013;  Massouras  y  col.,  2012).  Durante  los  ultimos  afio§,  la  levadura  Saocharomyces

cerev/.s/.ae  se   ha  convertido   en   un   organismo   modelo   para  estudios   que  implican

mapeos de QTLs (Dujon, 2010).

S.  cerevt.st.ae es ademas una levadura de importancia a nivel  industrial y artesanal,

dado  su  rol  en  la  producci6n  de  pan  y  de  diversas  bebidas  alcoh6licas.  Uno  de  sus

nichos   naturales  son  los  vifiedos  y  el   mosto  de  fermentaci6n,   siendo  la   principal

especie    responsable    de    la    fermentaci6n    alcoh6Iica    en    el    complejo    proceso

microbiol6gico  que  implica  la  transformaci6n  del  mosto  de  uva  en  vino  (Bisson,1994;

Pretorius,  2000).  Una  pfactica  industrial  enol6gica  habitual  es  el  uso de fungicidas  en

vifiedos,  cuyo  uso  tiene  impacto  sobre  la  diversidad  de  levaduras  presentes  en  las

uvas  (Milanovi6 y col.,  2013).  Diversos estlldios sobre los efectos de los fungicidas en

hongos y levaduras han sido llevados a cabo  (Li y col„  1996;  Teixeira y col.,  2007;  Fai

y   Grant,   2009;   Casalone   y   col„   2010;   Shohat-Tal   y   Eshel,   2011;   Vadkertiova   y

Slavikova,   2011;   Milanovi6  y  col.,   2013),  y  [a  existencia  de  variaci6n  natural  a  los

mismos ya ha sido mostrada para el fungicida tiabendazol (Warringer y col., 2011).

Si  bien se puede sugerir que la exposici6n de poblaciones de levaduras a distintos

fungicidas   ha   causado   variaci6n   natural   a   nivel   fenotipico   (mayor   resistencia   o
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sensibilidad),    actualmente   poco   se   conoce   respecto   a   las   regiones   gen6micas

involucradas  en  dicha variaci6n.  EI  mapeo  por ligamiento  de  QTLs  aparece  entonces

como  una  buena  aproximaci6n,  dado  su  6xito  en  encontrar  genes  que  subyacen  la

variaci6n  natural a varios fenotipos tanto en  S.  cerev/.s/.ae (Cubi][os y col.,  2011 ;  Salinas

y  col.,  2012;  Jara  y  col.,  2014)  como  en  otra§  especies  del  g6nero  Sacharomyces

sensu sfr/.cfo coma lo es S. parac/orus (Liti y col., 2009b).

4.1.       Estandarizaci6n  de  un  m6todo  cuantitativo  para  evaluar  diferencias

fenotipicas

Para   determinar   QTLs,    es   necesario   disponer   de    un    m6todo   eficiente   de

fenotipificaci6n  de gran  cantidad  de  segregantes de  S.  cerev/.s/.ae.  Un  avance  de gran

importancia en este sentido fue el desarrollo de  una metodologia automatizada para el

estudio  de  perfjles  fenotipicos  a  gran  escala  utilizando  cambios  cuantitativos  en  el

crecimiento  de  levaduras  (V\/arringer y  Blomberg,  2003),  la  cual  ha  sido  utilizada  con

6xito desde  entonces  hasta  la fecha  para estudios de diversa  indole  (Warringer y col.,

2003;   Liti  y  col.  2009a;  Warringer  y  col.,  2011;   Cubillos  y  col.,  2011;  Salinas  y  col.,

2012).  Sin  embargo,  esta t6cnica requiere  ser estandarizada  segdn  las necesidades y

disponibilidad de recursos puntuales de cada laboratorio.  En el presente trabajo fue de

importancia    fundamental    determinar    las    condiciones    6ptimas    para    realizar    el

microcultivo  usado  como  metodo  de  fenotipificaci6n.  Esto  puede  depender  tanto  del

fenotipo  a  ser  estudiado  (como  en  el  caso  del  tiempo  total  y  la  temperatura),  coma

tambien  del  software y el  equipo  que  sean  utilizados;  un  ejemp[o  claro  de  esto  dltimo

es el caso de la agitaci6n.  En el trabajo original de Warringer y Blomberg (2003) en que

se  utiliz6  un  equipo  Bioscreen  analyser  C  (Thermic  Labsystems  Oy,   Finlandia)  se

observ6  que  el  modo  de  agitaci6n  es  critico,  y  que  la  agitaci6n  continua  producia
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acumulaci6n  de  celulas  en  la  periferia  de  los  pocillos,   al  igual  que  en  el  presente

trabajo,  produci6ndose curvas  de  crecimiento  atipicas y no  reproducibles.  La  soluci6n

encontrada  por  ellos  y  repetida  en  trabajos  posteriores  que  ocuparon   lo§   mismos

equipos (\/Varringer y col.,  2003;  Warringer y col., 2011;  Liti y col.  2009a;  Salinas y col.,

2012;  Cubillos y col.,  2011) consisti6 en realizar una agitaci6n a la mayor intensidad del

equipo  con  un  minuto  de  agitaci6n  por cada  otro  minuto  sin  agitaci6n,  distinto  al  caso

del  presente  trabajo  en  que  se  determin6  como  lo  6ptimo  el  no  tener  ningdn  tipo  de

agitaci6n.  Esto  reafirma  la  idea  de que  la  reproducibilidad  de  la  metodologia  depende

de  los  equipos  utilizados  y  que,  por  ende,  requiere  siempre  de  una  estandarizaci6n

particular que dependa de los mismos.

Ademas de  la determinaci6n de condiciones 6ptimas de  microcultivo,  es  necesario

disponer  de   un   protocolo   de  tratamiento  de  datos  que   permita   obtener  la   mayor

cantidad  de  informaci6n  de  la  manera  mss  simple  y  en  el  menor tiempo  posib]e.  El

tratamiento de datos generado originalmente por Warringer y Blomberg  (2003),  si  bien

es  dtil,  es  tambi6n  engorroso  de  llevar  a  cabo.  Varias  mejoras  se  realizaron  a  dicho

protocolo  original,   como  son   la  utilizaci6n  de  segundas  derivadas  para  obtener  el

parametro  de  adaptacibn,  y  de  regresiones  sigmoideas  de  las  curvas  de  crecimiento

obtenidas.   Respecto  a  esto   t]ltimo,   el  sotware  utilizado   (Graphpad   Prism)   incluye

varias   opciones   de   regresiones   sigmoideas   (Motulsky,   2007),   entre   las   cuales   la

llamada St.gmo/.dea/ dose-reaponse/var/.ab/e s/ape/ fue la que mejor se ajust6 a la gran

mayoria  de  las  curvas  generadas  durante  el  presente  trabajo  y,   por  ende,  fue  la

utilizada.   La   generaci6n   de   nuevas   ecuaciones   que   den   cuenta   de   regresiones

modeladas  especificamente  para  ajustarse  al  crecimiento  de  S.  cerev/.s/.ae  seria  un

importante  avance  para  obtener  resultados  que  reflejen  de  forma  mss  precisa  las
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cin6ticas   de   crecimiento   obtenidas,   mas   atin   si   dichas   ecuaciones   pueden   ser

utilizadas  en  soffl^/ares cientificos  coma  son  Graphpad  Prism,  Sigmaplot,  Origin,  R,  y

otros.  Un ejemplo de lo anterior es la ecuaci6n conocida como the beta growth functi.on,

la cual fue generada para el estudio del crecimiento de cultivos en agricultura, y que se

encuentra disponible para su uso en Graphpad Prism (Yin y col., 2003).

4.2.       Evaluaci6n    de    resistencia   a    fungicidas   en    cepas    parentales   y

poblaciones recombinantes

AI  evaluar  las  cepas  parentales  utilizadas,  representativas  de  cuatro  de  los  cinco

linajes  puros descritos  para  S.  cerev/'s/'ae (Litti y col.,  2009),  se observaron  diferencias

de resistencia a los fungicidas en estudio seleccionados (tiabendazol,  maneb y captan).

Las concentraciones determinadas  para cada fungicida estan en  concordancia con  los

IC5o  que  se  encuentran  reportados  para  dichos  fungicidas  (Fai  y  Grant,  2009).  Estas

concentraciones son un orden de magnitud  mayor para tiabendazol,  lo cual concuerda

con  que  este  fungicida  presenta  un  alto  riesgo  de  resistencia  debido  a  que  es  un

inhibidor de sitio tlnico,  mientras que los otros dos fungicidas presentan bajo riesgo de

resistencia   al  tener  actividad   de   contacto  multisitio   (Fishel   y   Dewdney,   2012).   Sin

embargo,   dichas   concentraciones   debieron   ser   reducidas   en   microcultivo,   debido

probablemente  a  diferencias  en  la  biodisponibilidad  de  los  fungicidas  entre  las  dos

condiciones de cultivo.

Al  realizar  las  fenotipificaciones  en  poblaciones  recombinantes,  tanto  en  media

s6lido  como  en  microcultivo,  se  observaron  diferencias  significativas  de  crecimiento,

encontrando   individuos   altamente   resistentes   o   sensibles   para   cada  fungicida.   La

resistencia    a    fungicidas    en    poblaciones    recombinantes    present6    distribuciones
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continuas en  ambas condiciones de cultivo,  tal  coma ya habia encontrado Warringer y

col.  (2011)  para tiabendazol  en  microcultivo.  Io  cual  confirm6  el  caracter poligenico  del

rasgo en estudio (Klug y Cummings,1999).  En el caso del microcultivo, esto se cumpli6

para  lo  tres  parametros  asociados  al  crecimiento  en  estudio  (eficiencia,  adaptaci6n  y

velocidad  maxima).

4.3.       Correlaci6n entre pafametros asociados al crecimiento

La  metodologia  de  fenotipificaci6n  en  microcultivo  permiti6  realizar  el  estudio  por

separado  de  los  tres  parametros  asociados  al  crecimiento  y  evaluar  la  existencia  de

asociaciones entre ellos.  EI analisis estadistico revel6 que existe una fuerte correlaci6n

entre  eficiencia  y  velocidad  maxima,  pero  no  entre  adaptaci6n  y  eficiencia,  ni  entre

adaptaci6n  y  velocidad   maxima,   lo  cual  fue  refrendado  al  comparar  las  varianzas

poblacionales obtenidas.

Estos   resultados   confirman   los   obtenidos   por  Warringer  y  col.   (2011),   quienes

encontraron  una  fuerte  correlaci6n  entre  eficiencia  y  velocidad  maxima,  mientras  que

no   encontraron   correlaci6n   entre   la   adaptaci6n   con   ninguno   de   los   otros   dos

pafametros  estudiados.   En  dicho  estudio  ademas  se  determin6  que  la  correlaci6n

existente  entre  eficiencia  y velocidad  maxima  depende fuertemente del  ambiente  mss

que ser limitada  Linicamente por el  rendimiento en  biomasa  como  ha sido sugerido  en

otros  trabajos  (\/\/ong  y  col.,  2009).  Los  resultados  obtenidos  en  el  presente  trabajo

estan  tambi6n  en  linea  con  informes  sabre  mutantes de  p6rdida  de funci6n  artificiales

en   S.   cerev/.s/.ae   (Bell,   2010),   con   lo   cual   se   refuta   la   hip6tesis   respecto   a   una

compensaci6n evolutiva entre tasa y eficiencia de proliferaci6n (Novak y col., 2006).  Lo

anterior  sugiere  que  la  eficiencia  y  la  velocidad  maxima  tienen  estructuras  geneticas
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subyacentes  similares,  mientras  que  son  distintas  fisio]6gica  y  evolutivamente  con  la

adaptaci6n  (\/Varringer y col.,  2011 ).

4.4.      QTLs obtenidos para la resistencia a fungicidas

Diversos  QTLs  que  subyacen  la  variaci6n  natural  a  fungicidas  en  S.  cerev/.s/.ae

fueron  obtenidos  durante  el  presente  trabajo,  encontfandose  distintos  conjuntos  de

QTLs  con  los  dos  m6todos  de  fenotipificaci6n  llevados  a  cabo.   La  metodologia  de

fenotipificaci6n  por  microcultivo  tiene  la  ventaja  de  agregar  mayor  precisi6n  al  ser  un

m6todo  cuantitativo,  lo  cual  se  vio  reflejado  en  la  obtenci6n  de  un  mayor  ndmero  de

QTLs.  Sumado  a  ello,  permiti6  obtener  QTLs  para  los  tres  pafametros  asociados  al

crecimiento  estudiados  por separado,  los  cuales  coincidieron  en  mayor  medida  entre

eficiencia   y   velocidad   maxima,   reafirmando   la   asociaci6n   existente   entre   ambos

pafametros.  De todos los QTLs encontrados, el QTL VI.65 fue identificado como el mss

interesante  para  ser  estudiado,  ya  que  explica  por  si  solo  un  alto  porcentaje  de  las

varianzas  fenotipicas  observadas  para   la  resistencia  a   maneb  y  captan  tanto  en

microcultivo  como  en  especial  en  medio  s6lido,  lo  cual  sugiere  que  en  dicha  regi6n

gen6mica  se  encuentra  un  gen  de  efecto  mayor  respecto  a  la  resistencia  a  ambos

fungicidas.

Aun  cuando fue posible  identificar con exito  una serie de QTLs responsables de la

resistencia a los fungicjdas evaluados, entre ellos el Vl,65 como el mss preponderante,

6stos  no  representan  necesariamente  a  todos  los  QTLs  posibles  de  encontrar.  AI

observar  las  varianzas  fenotfpicas  explicadas  por  lo  modelos  generados  para  cada

caso,  estas  llegan  como  maximo  a  un  58,5°/a  para  captan  20  I.g/ml  en  medio  s6lido

(tabla 6c).  El resto de la varianza fenotipica no explicada por los QTLs encontrados en
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cada  situaci6n   puede  estar  dada  por  interacciones  con  el  ambiente,   interacciones

genicas,  u otros QTLs no identificados (Mackay y col., 2009).

Respecto  a  la  posibilidad  de  que  existan  interacciones  g6nicas,  y si  bien  no  pudo

identificarse   ninguna   en   medio  s6lido,   si  se  encontraron   algunas   entre   los   QTLs

obtenidos  en   microcultivo,   explicando  entre  3,1%   y  hasta  el   6,3%  de  la  varianza

fenotipica.  Sin  embargo,  algunas  interacciones  pueden  escapar  al  analisis  llevado  a

cabo.  En particular,  cabe destacar el rol central que pueden llegar a cumplir los efectos

epistaticos,  los  cuales  si  bien  son  comunes  entre  las  mutaciones  que  afectan  a  un

mismo  rasgo  cuantitativo,  y  pueden  llegar  a  ser  tan  grandes  como  los  de  los  QTLs

principales,   muchas   veces   son   estadisticamente   dificiles   de   detectar   incluso   en

organismos modelos por tener efectos marginales pequefios (Mackay y col., 2009).

Por su  parte,  respecto  a  la  posibilidad  de  que  existan  otros  QTLs  no  identificados

que subyacen  el fenotipo en  cuesti6n,  hay que hacer notar que  la estrategia  llevada  a

cabo se basa en que existan diferencias al6licas entre las cepas  parentales del cruce

evaluado y que,  por ende,  si existe un gen importante para la resistencia a un fungicida

pero que  no posee diferencias a nivel  de secuencia entre ambas  cepas,  este gen  no

pod fa   ser  encontrado  en   el   anali§is.   De  lo   anterior  se  desprende  que  el   evaluar

distintos  cruces  podria  llevar a  la  identificaci6n  de  nuevos  QTLs tambi6n  involucrados

en la variaci6n natural al fenotipo en cuesti6n, y que es una posibilidad para posteriores

trabajos  de  la misma  linea  que el  presente.  Lo anterior remarca tambi6n  la  necesidad

de  utilizar  cepas  parentales  que  posean  la  mayor  diferencia  genetica  posible  entre

ellas.  Las  cepas  de  laboratorio  s6lo  capturan  una  pequefia  fracci6n  de  la  variaci6n

fenotipica  presente  en  poblaciones  naturales  por lo  cual,  si  bien  han  sido  utiles  en  el

mapeo   de    loci    causantes   de   algunas    caracteristicas,    proporcionan    una    pobre
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comprensi6n   de  la   relaci6n   entre   el  fondo  genetico  y  los   QTLs,   subestimando   la

compleja arquitectura gen6tica de los rasgos polig6nicos en levaduras   (Cubillos y col.,

2011).   Es   por   ello   que   la   utilizaci6n   de   cepas   representativas   de   linaj.es   puros

identificados  por  el  Proyecto  de  Resecuenciaci6n  del  Genoma  de  Saccharomyoes

(SGRP)  (Liti  y  col.,  2009a)  es  una  poderosa  herramienta  para  estudiar  la  variaci6n

natural   en   S.    cerev/.s/.ae,    como   lo   fue   en   el   presente   trabajo   para   la   exitosa

identificaci6n de QTLs que subyacen la variaci6n natural de resistencia a fungicidas.

4.5.       Diferencias entre resultados obtenidos en medio s6lido y microcultivo

Como se mencion6 anteriormente, diferentes resultados se obtuvieron en medio

s6Iido  y en <microcultivo.  Una  de  las  posibles  razones que  explicaria  este  hecho  es  la

diferencia  entre  los  medios  de  cultivo  utilizados.   Las  celulas  de  levadura  crecen  a

mayor  velocidad  en  presencia  de  media  rico,  el  cual  les  proporciona  muchos  de  los

metabolitos  que  deben  sintetizar  cuando  se  cultivan  bajo  condiciones  de  crecimiento

minimos (Bergman, 2001 ;  Saghbini y col.,  2001),  por lo cua]  [a utilizaci6n de 6ste dltimo

podria  causar per se  una  situaci6n  de  estres  celular.  Sin  embargo,  su  uso  permite  la

identificaci6n  de  QTLs con  pequefios efectos que en  medio  completo  no  seria  posible

observar.  Lo  anterior file  estudiado  por Thatcher y  col.  (1998),  quienes  determinaron

que si  bien se estima que alrededor del 60°/o de los mutantes de deleci6n exhiben  una

reducci6n  marginal  del  I/.fness,  para  el  20%  de  los  mutantes  no  se  observa  cambio

alguno  en  el  #fness marginal  durante el  cultivo  en  medio  rico.  Esto  podria  dar cuenta

del  mayor ntlmero de  QTLs  encontrados  para  maneb y captan  en  microcultivo que en

medio s6lido, validando asl el arreglo experimental utilizado.

Por otra parte, es importante hacer notar que la condici6n misma de crecimiento

en microcultivo corresponde a una situaci6n de estfes para las c6lulas.  El cultivo en un
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volumen  pequefio  de 200  Lil  lleva  a  un  cambio  en  la fisiologia  celular,  probablemente

debido  a  una  limitaci6n  de  oxigeno  y  nutrientes  (propiciadas  ademas  por  la  falta  de

agitaci6n),  lo cual resulta a su vez en una menor respiraci6n y una menor eficiencia en

la  utilizaci6n  de  fuente  de  carbono  y  energia,   y  un   impacto  en  el   balance  redox

(\/Varringer y  Blomberg,  2003).  Es entonces de esperar que se encuentren  diferencias

no  s6lo  con  el  medio  s6lido  sino  que  tambien  con  cu]tivos   [iquidos  en  voldmenes

mayores, lo que debe tenerse en cuenta cuando se comparen resultados obtenidos.

Lo  anterior queda de manifiesto al observar lo ocurrido al realizar el analisis de

ligamiento  a  los  respectivos  controles,  ya  que  si  bien  en  medio  s6lido  no  se  identific6

ningdn QTL, en el control WExSA en  microcultivo sf se obtuvieron.  En el caso del QTL

Vl.65,  el  cual  fue  observado  tanto  para  dicho  control  como  para  las  condiciones  con

fungicida (aunque comparativamente con ioD scores menores en el caso del control),

esta  situaci6n  sugiere  que  dicho  QTL  podria  estar  implicado  tanto  en  fenotipos  de

resistencia  a fungicidas  como  en  fenotipos  de tolerancia  a  estfes.  Las  razones  antes

expuestas   apuntan   a   que,    si   bien   la   metodologia   de   fenotipificaci6n   utilizando

microcultivos  genera  una  condici6n  de  estfes  en  las  celulas  la  cual  hay  que tener en

consideraci6n  al  momento  de  interpretar  los  re§ultados  obtenidos,  adn  asi  es  una

forma eficaz, y sobre todo mss eficiente, a la hora de mapear QTLs.

4.6.       IV[ecanismos de acci6n  de fungicidas y genes  causales candjdatos de

la resistencia a ellos

4.6.1.   Tiabendazol

Los  fungicidas  de   la  clase   benzimidazol   actdan   sobre   la   biosintesis   de   8-

tubulina,  inhibiendo el ensamblaje de esta durante la  mitosis a trav6s de  interacciones
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benzimidazol-tubulina  (Li  y  col„  1996;  Fishel  y  Dewdney,  2012),  por  lo  cual  han  sido

utilizados para producir perdidas de cromosomas durante la mitosis  (\/Vood,1982) y en

estudios  de  reguladores  del  ciclo  celular  que  interactdan  con  vias  que  modulan  la

estabilidad  de  micrott]bulos  (Shohat-Tal  y  Eshel,  2011).  Tambi6n  han  sido  estudiados

sus   efectos   en   otras   levaduras   distantes   evolutivamente,   como   es   el   caso   de

Sch/.zosaccharomyces  pombe   (Monahan   y   col.,   2008;   Ukimori   y   col„   2012).   Sin

embargo,  ningdn gen relacionado con la biosintesis de P-tubulina pudo ser identificado

como el locus causal del unico QTL identificado para tiabendazol (Xl.322).

4.6.2.   Maneb

Poco se sabe acerca del modo y blancos de acci6n de los fungicidas de la clase

ditiocarbama{o,  mss  alla  de  que  presentan  actividad  de  contacto  multisitio  (Fishel  y

Dewdney,  2012).  Un  fungicida  de  esta  clase  que  guarda  estrecha  similitud  molecular

con  maneb es  mancozeb,  el que se  postula es metabolizado a  un  radical  isotiocianato

que  inactiva  el  grupo sulfhidrilo en  algunos  aminoacidos,  lo  cual  afecta la actividad de

proteinas susceptibles,  entre las que  pueden encontrarse algunas  relacionadas  con  el

metabolismo  lipidico  (Teixeira  y  col.,  2007).   Respecto  a  tiram,   otro  fungicida  de  la

misma  clase,  ha  sido  reportado  como  un  agente  pro-oxidante,  principalmente  por su

reactividad tiol  (Dias y col.,  2010),  causando esttes oxidativo y una  fapida disminuci6n

del contenido de glutati6n en S.  cerev/.s/.ae (Elskens y Penninckx,1997).

Existen   trabajos   en   que   se   han   determinado   genes   responsables   de   la

resistencia a  mancozeb,  identificandose  una  pequefia red  de factores de transcripci6n

(Yapl p  y  Rpn4p)  y  transportadores  de  mtlltiples  farmacos  de  membrana  plasmatica

(Flrlp y Tpolp)  (Texeira  y  col.,  2007;  Dias  y  col.,  2010).  De  entre  ello§,  el  gen  FLR7

(YBR008C)  codifica  un  miembro  de  membrana  plasmatica  de  la  familia  de  H+-drjg

80



ant/.porfers  de  12  segmentos  (DHA12)  de  la  superfamilia  facilitadora  principal  (MFS)

(Sa-Correira  y  Tenreiro,  2002),  el  cual  se  encuentra  involucrado  en  el  fen6meno  de

resistencia a mdltiples farmacos  (Alarco y col.,1997;  Br6co y col.,1999;  Nguyen y col.,

2001;  Tenreiro  y  col.,  2001).  Este  gen  se  encontraria  involucrado  en  la  resistencia  a

mancozeb  mediante  su  regulaci6n  positiva  bajo el  control  coordinado de  las  proteinas

Yaplp,  Rpn4p,  Pdr3p e Yrrlp ITeixeira y col.,  2007;  Monteiro y col.,  2011).

Datos preliminares del laboratorio han mostrado que con mancozeb y maneb se

obtiene   resultados   similares.   En   este   contexto,   el   gen   FLR7   que   se   encuentra

aproximadamente en  la posici6n  11.253  podria ser un  buen  candidato  para ser el  locus

causal  del  QTL  11.308  encontrado  en  el  presente  trabaj.o.  AI  comparar las  secuencias

aminoacidicas  de  la  proteina  Flrlp  de  las  cepas  DBVPG6765  (WE)  y  Y12  (SA),  se

observa   que   existen   cuatro   sustituciones   aminoacidicas   conservativas   y   una   no

conservativa.  Por  su  parte,  el  gen  PDR3  (YBL005W)  tambien  se  encuentra  en  una

posici6n  cercana  ([1.219),  existiendo  cuatro  sustituciones  aminoacidicas  conservativas

entre  las  cepas,  por  lo  cual  si  bien  el  gen  FLR7  parece  un  mejor  candidato,  no  se

puede descartar del todo al gen PDR3.  Respecto a  los genes que  codifican  las  otras

proteinas  involucradas,  ninguno  de  ellos  se encuentra  cercano  a  alguno  de  los  QTLs

identificados.  La validaci6n de los genes candidatos F[R7 y/o PDR3 por medio de,  por

ejemplo,    un    analisis    de    hemicigosidad    reciproca,    podria    aportar    una    nueva

confirmaci6n  de  la  importancia  de  dichos  genes  en  la  resistencia  a  fungicidas  de  la

clase ditiocarbamato, en particular a maneb.

4.6.3.   Captan

Los  fungicidas  de  la  clase  ftalimida  tambien  presentan  actividad  de  contacto

multisitio  (Fishel  y  Dewdney,  2012).  En  el  caso  de  captan,  6ste  puede  implicar  su
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degradaci6n  en  tiofosgeno,  el  cual  es  altamente  reactivo  con  tioles  y  otros  grupos

funcionales   (Gordon,   2001).   Tambi6n   ha  sido   propuesto  que  su   modo  de   acci6n

principal  resulta  de  la  reacci6n  con  grupos  sulfhidrilo  (Lukens,   1969),   reduciendo  la

germinaci6n de esporas de  hongos,  el crecimiento y el  consumo de oxigeno  (Owens y

Novotny,   1959;   Richmond  y  Somers,   1963).   Ningun  gen   se  encuentra   identificado

como responsable de la resistencia a captan en S. cerev/.s/.ae. En el presente trabai.o se

encontraron  una  serie  de  QTLs  entre  los  cuales  el  QTL  Vl.65  present6  los  mayores

porcentajes   de   varianza   fenotipica   explicada   tanto    en    medio   s6lido    como   en

microcultivo, y para el cual se identific6 al gen R/M75 como el probable locus causal.

4.7.       Identificaci6n  de  R/M75 como  un  gen  involucrado  en  la  resistencia  a

maneb y captan

En  un  mapeo  por ligamiento el  locus causal s6lo  puede ser asignado  a una  regi6n

de  gran  tamafio,   pudiendo   identificarse   dentro   de   ella   posibles   genes   candidatos

(Mackay  y  col.,  2009).  En  levaduras,  el  analisis  de  hemicigosidad  reciproca  se  utiliza

para  comprobar  la  participaci6n  de   un  gen   candidato,   ya  que  se  puede  controlar

cualquier interacci6n  con  el  fondo  genetico,  incluyendo  la  dominancia  dependiente  de

6ste fondo, mediante la comparaci6n de dos cepas hibridas que s6lo se diferencian por

el alelo  presente en  un  dnico  locus  hemicigoto  (el  cual  corresponde al gen de intetes)

(Steinmetz   y   col.,   2002).   Lo   anterior  se   debe   a   que   no   se   espera   que   existan

diferencias fenotipicas  como  resultado  de  las  interacciones  entre  [a  dominancia  de  la

deleci6n (haploinsuficiencia) y el fondo gen6tico del hibrido porque ambos hemicigotos

tienen  un  fondo  genetico  fijo,  excepto  en  el  locus  de  intefes  (Kim  y  col.,  2012).  Esta

estrategia  fue  utilizada  para  comprobar  la  participaci6n  del  gen  R/M75,   identificado

como el  locus  causal del  QTL Vl.65,  en  la resistencia a  maneb y captan.  Este analisis
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revel6 que el alelo resistente en  hemicigosis confiere al hibrido el fenotipo del  parental

resistente  (SA),   mientras  que  el  alelo  sensible  le  confiere  el  fenotipo  del  parental

sensible (V\/E).  Este resultado obtenido en medio s6lido ha sido confirmado tambien en

microcultivo   en   el    laboratorio   tras   la   finalizaci6n   del    presente   trabajo   (Cubillos,

comunicaci6n personal).

El   gen   R/M75  codifica   una   proteina   quinasa   serina/treonina   (Riml5p)   que   se

sugiere  participa en  la  regulaci6n de  la divisi6n  celular,  proliferaci6n,  y esporulaci6n  en

respuesta   a   la   disponibilidad   de   nutrientes,   rasgos   que   se   consideran   altamente

relacionados  con  el  r/.fness  en  S.  oerev/.s/.ae  (Broach,  2012;  Bergstr6m  y  col.,  2014).

Como se discuti6  previamente,  los  resultados del  presente trabajo apuntan a que este

gen  podria estar involucrado no s6lo en  la resistencia a  los fungicidas maneb y captan

en  particular,  sino tambien  en  la  adquisici6n  de tolerancia  al  estfes  en  general,  sobre

todo considerando que estos dos fungicidas tienen actividad del tipo contacto multisitio

y  que,  por  ende,  tienen  variados  blancos  de  acci6n  (Fishel  y  Dewdney,  2012).   La

proteina Riml5p estaria relacionada con la entrada al estado de quiescencia, siendo la

adquisici6n de tolerancia al estfes una de las caracteristicas mss sobresalientes de las

c6lulas  de   levadura  cuando  entran  en  este  estado  (\/\/atanabe  y  col.,   2012).   Esta

respuesta se da mediante la via de Ras/PKA,  Ia cual desempefia un papel central en la

regulaci6n  del crecimiento  versus quiescencia en  respuesta  a  la  calidad  y cantidad  de

la   fuente   de   carbono   disponible,   principalmente   mediante   la   estimulaci6n   de   la

acumulaci6n de masa y la inhibici6n de la respuesta al estfes (Broach,  2012).  Sumado

a   esto,   los   mutantes   de   R/M75  son   particularmente   sensibles   a   la   inanici6n   de

nitr6geno  (Pedruzzi  y  col.,  2003;  Klosinska  y  col.,  2011),  lo  cual  tambien  esta  en  linea

con lo planteado.
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Durante  el  tiempo  en  que  se  desarroll6  el  presente trabajo  fueron  publicados  los

resultados  del  trabajo  de  Bergstr6m  y  col.  (2014),  los  cuales  se  enmarcan  dentro  del

Proyecto  de  Re§ecuenciaci6n  del  Genoma  de  Saccharomyces  (SGRP)  siguiendo  el

trabajo   desarrollado   anteriormente   par   Liti   y   col.    (2009a).    En   dicho   trabaj.o   se

secuenciaron 42  cepas de  S.  cerev/.s/.ae y de su  pariente  mas  cercano  S.  paradorus,

en  las  cuales  se  estudiaron  las  implicaciones  fenotipicas  de  la  variaci6n  natural  de

perdida de funci6n en poblaciones naturales de dichas especies de levaduras.  En este

contexto,   los  autores  encontraron   como   un   interesante  caso  de  estudio  para   las

implicaciones fenotipicas derivadas de la p6rdida de la funci6n al gen R/M75, en el cual

identificaron  la  inserci6n  de  dos  pares  de  bases  en  la  cepa  DBVPG6765  (WE).  Esta

variante no se encuentra presente en otras cepas  representativas del  linaje WE ni de

los otros linajes de S. cerev/.s/.ae, como tampoco en la cepa referencia de S. paradoxus

(CBS432).  Debido  a que,  como ya  se  mencion6,  se  especula  que  la  proteina  Riml5p

participa   en   la   regulaci6n   de   la   divisi6n   celular,   proliferaci6n,   y   esporulaci6n   en

respuesta  a  la  disponibilidad  de  nutrientes  (Broach,  2012),  [os  autores  estudiaron  si

dicha  variante  afecta  estos  procesos  celulares  mediante  la  estrategia  de  reciprocos

hemicigotos     utilizando     los     hibridos     DBVPG6765xYPS128,     DBVPG6765xY12    y

DBVPG6765xDBVPG6044   (mismas   cepas   utilizadas   en   el   presente   trabajo   como

representativas  de  los  linajes  NA,  SA  y WA,  respectivamente).  El  resultado  obtenido,

para  todos  los  casos,  fue  que  el  alelo  DBVPG6765  del  gen  R/M75 tiene  un  impacto

negativo  en   la  capacidad  de  la  c6Iula  de  entrar  en  meiosis  y  formar  esporas  en

respuesta a carencia de nutrientes.

Adicionalmente,  se ha observado selecci6n  contra el  alelo de la cepa  DBVPG6765

en  la  regi6n  gen6mica  que  contiene  a  RMW5 durante  la  generaci6n  de  la  poblaci6n
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tetraparental SGRP4X (Cubillos y col., 2013). Tambien se ha encontrado un bajo nivel

de expresi6n de R/M75 en esta cepa en estudios que han  utilizado la t6cnica de RNA-

seq  (Skelly y col.,  2013).  Curiosamente,  una variante de perdida de funci6n  en  R/M75

distinta  a  la  portada  por la  cepa  DBVPG6765 se ha  descrito en  un grupo de cepas  de

levadura   modernas   del   linaje   SA   conocido   coma   el   "grupo   K7"   (Azumi   y   Goto-

Yamamoto,   2001),   vinculada   a   una   disminuci6n   de   la   capacidad   para   entrar  en

quiescencia  y  un  aumento  asociado  de  la  tasa  de  producci6n  de  etanol  (\/Vatanabe  y

col.,  2012).  La cepa Y12 (SA) utilizada en el presente trabajo no pertenece al grupo K7

ni  presenta  dicha variante  de  perdida  de funci6n.  Respecto  al  alelo  que  porta  la  cepa

DBVPG6765,   Ios  estudios   muestran  que  esta  tiene  efectos  fuertemente   negativos

sobre rasgos que se consideran altamente relacionados con el r/.fness,  a los cuales se

le  suma   en  el   presente  trabajo  el   atribuirle   un   rol   mayor  en   la  sensibilidad   a   los

fungicidas  maneb  y  captan.  Esto  hace  necesario  realizar  mss  estudios  que  permitan

dilucidar por que esta cepa de S.  cerev/.s/.ae porta dicha variante no funcional altamente

delet6rea.

4.8.       Proyecciones

EI  presente  trabajo  posee  amplias  proyecciones  para  estudios  gen6micos  y  de

mapeo de QTLs en S.  cerevt.st.ae.  En primer lugar, el metodo cuantitativo estandarizado

de fenotipificaci6n  en  microcultivo demostr6 ser eficaz y eficiente para  la bdsqueda de

QTLs   que  subyacen   la   variaci6n   natural   en   S.   cerev/.s/.ae,   como   la   resistencia   a

fungicidas,  lo cual lo posiciona como una herramienta dtil para posteriores estudios del

mismo  tipo.  Ademas,   se  confirm6  que  cepas  de  diversos   linajes  de  S.   cerev/.s/.ae

presentan  diferencias  en   la   resistencia  a  los  fungicidas  en  estudio,   observandose

tambien diferencias significativas en las poblaciones recombinantes, y confirmando que
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la  resistencia  a  fungicidas  tiene  un  cafacter  polig6nico  al  presentarse  distribuciones

continuas tanto en medio s6lido como en microcultivo. Ademas,  se encontr6 una fuerte

asociaci6n  entre  los  pafametros  de  eficiencia  y  velocidad  maxima,  lo  cual  apoya  la

hip6tesis que ambos pafametros asociados al crecimiento tienen estructuras geneticas

subyacentes  similares,  mientras  que  son  distintas  fisiol6gica  y  evolutivamente  con  la

adaptaci6n,  refutando  una  posible  compensaci6n  evolutiva  entre  tasa  y  eficiencia  de

proliferaci6n.

Los resultados obtenidos tambi6n ofrecen proyecciones en las areas de la industria

y  la  biotecnologia.  Estudios  previos  ya  han  mostrado  que  el  analisis  poligenico  de  la

biodiversidad  en  levaduras  puede  proporcionar  importantes  herramientas  gen6ticas

para realizar ingenieria metab6lica  (Hubmann y col.,  2013a).  Ejemplo de  lo anterior es

el analisis de  capacidad  maxima de acumulaci6n de e{anol y tolerancia a altos  niveles

del  mismo  (Pais  y  col.,  2013)  en  conjunto  con  la  identificaci6n  de  alelos  mdltiples  que

interactdan  confiriendo alto rendimiento de etanol y bajo de glicerol  en  la fermentaci6n

alcoh6lica (Hubmann y col.,  2013b), estudios que han mostrado su potencial aplicaci6n

industrial   para   la   producci6n   de   bioetanol.   En   el   caso   del   presente   trabajo,   Ia

identificaci6n   de   R/M75   como   un   gen   relacionado   con    la   variaci6n   natural   de

resistencia a fungicidas en particular y posiblemente tambi6n con la tolerancia a estfes,

lo  colocan  como  un  candidato  para  selecci6n  asistida  por  marcadores  y/o  ingenieria

metab6lica,  en  particular  para  la  industria  vitivinicola.  Lo  anterior  remarca  la  utilidad

que   tiene   la   estrategia   de   mapeo   de   QTLs   para   la   obtenci6n   de   loci   que   son

responsables de la variaci6n  natural y subyacen fenotipos de intefes en estudios tanto

de ciencia basica como aplicada.
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CONCLUSIONES

•     Cepas de diversos linajes de S.  oerev/.s/.ae presentan  diferencias de resistencia

a   los  fungicidas   en   estudio   Las   cepas   YPS128   (NA)   y   DBVPG6765   (VVE)

exhibieron  mayor resistencia a tiabendazol, Y12  (SA) e YPS128  (NA)  a captan,

e Y12 (SA) a maneb.

•     Las poblaciones recombinantes estudiadas exhiben diferencias significativas de

resistencia a fungicidas,  existiendo individuos altamente resistentes o sensibles

para cada fungicida evaluado.

•     La     resistencia     a     fungicidas     en     poblaciones     recombinantes     presenta

distribuciones    continuas    tanto    en    medio    s6[ido    como    en    microcultivo,

demostrando el cafacter polig6nico del rasgo en estudio.

•     Existe  una fuerte  asociaci6n  entre  los  pafametros  asociados  al  crecimiento  de

eficiencia  y  velocidad  maxima,  pero  no  entre  adaptaci6n  y  eficiencia,  ni  entre

adaptaci6n  y velocidad  maxima,  sugiriendo  que  eficiencia  y velocidad  maxima

tienen  estructuras gen6ticas  subyacentes  similares,  mientras  que  son  distintas

fisiol6gica y evolutivamente con la adaptaci6n.

•      El   m6todo   de   fenotipificaci6n   en   microcultivo   demostr6   ser   eficaz   para   la

btisqueda   de   QTLs   que   subyacen   la   variaci6n   natural   de   resistencia   a

fungicidas.

•     Diversos   QTLs   subyacen   la   variaci6n   natural   de   resistencia   a   fungicidas,

destacando el QTL Vl.65 como el mss importante entre ellos.

•     El  gen  R/M75 seria  uno  de  los  genes  responsables  de  la  variaci6n  natural  de

resistencia a los fungicidas maneb y captan en S.  cerev/.s/.ae.

87



REFERENCIAS

Alarco,   A.M,,   Ba]an,   I.,   Ta]ibi,   D.,   Mainvil[e,   N.,   Raymond,   M.   1997.   AP1-mediated
multidrug    resistance    in    Saccharomyces    cerev/.s/.ae    requires    FLRl    encoding    a
transporter of the major facilitator superfamily. J  Biol Chem.  272:19304-13.

Azumi,  M.,  Goto-Yamamoto,  N. 2001. AFLP analysis of type strains and laboratory and
industrial   strains   of   Saccharomyces   sensu   stricto   and   its   application   to   phenetic
clustering. Yeast.18: 1145-1154.

Bell,  G.  2010.  Experimental genomics of fitness in yeast.  Proc Biol Sci.  277:1459-1467.

Bergman,   L.W.  2001.  Growth  and  Maintenance  of  Yeast.  En  P.N.  MacDonald  (ed.),
Methods  in  Molecular Biology,  Vol.177,  Two-Hybrid  Systems:  Methods  and  Protocols.
pp. 9-14.  Humana Press lnc., Totowa,  NJ.

Bergstr6m,  A.,  Simpson,  J.T.,  Salinas,  F.,  Barfe,  a.,  Parts,  L.,  Zia, A.,  Nguyen  Ba, A.N.,
Moses,  A.M.,  Louis,  E.J.,  Mustonen,  V., Warringer,  J.,  Durbin,  R.,  Liti,  G.  2014. A high-
definition view of functional genetic variation from  natural yeast genomes.  Mol Biol Evol.
31 : 872-88.

Bisson,  L.F.1994. The biotechnology of wine yeast.  Food  Biotechnol.18:63-96.

Brent,  K. J.,  Hollomon,  D. W. 2007.  Fungicide Resistance in Crop Pathogens:  How Can
lt  Be  Managed?  Online  edt  2nd  rev.  Fungicide  Resistance  Action  Committee  (FRAC),
CropLife lnt'l.,  Brussels.

Broach,  J.R.  2012.  Nutritional  control  of  growth  and  development  in  yeast.  Genetics
192:73-105.

Br6co,  N.,  Tenreiro,  S., Viegas,  C.A.,  Sa-Correia,I.1999.  FLRl  gene (ORF YBR008c)
is required for benomyl and methotrexate resistance in Saccharomyces cerew.s/.ae and
its  benomyl-induced  expression  is  dependent  on  pdr3 transcriptional  regulator.  Yeast.
15: 1595-608.

Broman,    K.W.,   Wu,    H.,    Sen,    S.,    Churchill,    G.A.    2003.    R/qtl:    QTL   mapping    in
experimental crosses.  Bioinformatics.19:889-90.

Broman,  K.W.,  Sen,  S.  2009.  A Guide to  QTL  Mapping  with  R/qtl.  1th  ed.  pp 258-267.
Springer,  New York.

Canals,  M.  2010.  Curso  de  estadistica  universitaria.  pp  77-89,   135-136.  Facultad  de
Ciencias,  Universidad de Chile, Santiago de Chile.

Casa[one,    E.,    Bonelli,    E.,    Po]sinelli,    M.    2010.    Effects   of   mancozeb   and    other
dithiocarbamate  fungicides  on   Saocharomyces  cerev/.s/.ae:  the  role  of  mitochondrial
petite mutants in dithiocarbamate tolerance.  Folia Microbiol  (Praha).  55:593-7.

88



Churchill,   G.A„   Doerge,   R.W.   1994.   Empirical  threshold  values  for  quantitative  trait
mapping.  Genetics.138:963-71.

CONICYT  (Comisi6n   Nacional   de   lnvestigaci6n   Cientifica   y  Tecnol6gica).   2007.   EI
sector  vitivinicola   en   Chile.   Capacidades   de   investigaci6n   y   areas   de   desarrollo
cientifico-tecnol6gico.  Salviat ]mpresores S.A.,  Santiago de Chile.

Cubillos,   F.A.,   Vlsquez,   C.,   Faugeron,   S.,   Ganga,   A„   Martinez,   C.   2009a.   Self-
fertilization    is    the    main    sexual    reproduction    mechanism    in    native    wine    yeast
populations.  FEMS Microbiol  Ecol.  67:162-70.

Cubillos,   F.A.,   Louis,   E.J.,   Liti,   G.   2009b.   Generation   of  a   large  set  of  genetically
tractable haploid and diploid Saccharomyoes strains.  FEMS Yeast Res. 9:1217-25.

Cubillos,   F.A.,   Billi,   E.,   Z6rg6,   E.,   Parts,   L.,   Fargier,   P.,   Omholt,   S.,   Blomberg,   A.,
Warringer, J.,  Louis, E.J.,  Liti,  G. 2011. Assessing the complex architecture of polygenic
traits in diverged yeast populations.  Mo[ Ecol.  20:1401-13.

Cubillos,  F.A.,  Parts,  L.,  Salinas,  F.,  Bergstr6m, A.,  Scovacricchi,  E., Zia, A.,  Illingworth,
C.J.,  Mustonen, V.,  lbstedt,  S., Warringer,  J.,  Louis,  E.J.,  Durbin,  R.,  Liti,  G.  2013.  High-
resolution   mapping   of  complex  traits  with  a  four-parent  advanced   intercross  yeast
population.  Genetics.195:1141-55.

Demogines,  A.,  Smith,  E.,  Krug]yak,  L.,  Alani  E.  2008,  Identification  and dissection  of a
complex DNA repair sensitivity phenotype in Baker's yeast.  PLoS Genet. 4:el000123.

Dias,  P.J„  Teixeira,  M.C.,  Telo,  J.P.,  Sa-Correia,I.  2010.  Insights  into the  mechanisms
of toxicity and  tolerance to the  agricultural fungicide  mancozeb  in  yeast,  as suggested
by a chemogenomic approach.  OMICS.14:211-27.

Dujon,  8.  2010. Yeast evolutionary genomics.  Nat Rev Genet.11 :512-24.

Elskens,    M.T.,    Penninckx,    M.J.    1997.    Thiram    and    dimethyldithiocarbamic    acid
interconversion  in  Saccharomyces cerev/.s/.ae:  a possible metabolic pathway under the
control of the glutathione redox cycle. Appl  Environ Microbiol.  63:2857-62.

Fai,   P.B.,   Grant,  A.  2009.  A  rapid  resazurin  bioassay  for  assessing  the  toxicity  of
fungicides.  Chemosphere.  74:1165-70.

Fay,  J.C.,  Benavides,  J.A.  2005.  Evidence  for  domesticated  and  wild  populations  Of
Saocharomyces cerev/.a/.ae. PLoS Genetl :66-71.

Fishel,  F,M.,  Dewdney,  M.M.  2012.  Fungicide  Resistance Action  Committee's  (FRAC)
Classification Scheme of Fungicides According to Mode of Action. Pesticide Information
Office,   Florida   Cooperative   Extension   Service,    Institute   of   Food   and   Agricultural
Sciences,  University of Florida.  P[94.

Flint, J.,  Mackay, T.F.  2009.  Genetic architecture of quantitative traits in mice, flies,  and
humans. Genome Res.19:723-33.

89



Gardner,  E.J.,  Simmons,  M.J.,  Snustad,  D.P.   1991.  Principles  of  genetics.  8th  ed.  pp
562-563. John Willey & sons, New York.

Gordon,  E.  8.  2001.  Captan  and  Folpet;  Handbook of Pesticide Toxicology:  Volume 2,
Agents.  2nd  ed.  En  Kreiger,  R.  (ed).  pp.1711-1742.  Academic  Press,  lnc,  San  Diego,
California.

:##%'tjoAriJtbF;e#t[t'[%ranJ;ry.gis?%Zhug!.BbT6'4tL.e8¥2rwn.'Hpfj:eGme::aartrid¥.oMinp4a:;:.N;#
York.

Gutierrez,   A„   Beltran,   G.,   Warringer,   J.,   Guillam6n,   J.M.   2013.   Genetic   basis   of
variations  in  nitrogen  source  utilization  in  four  wine  commercial  yeast  strains.   PLoS
One.  8:e67166.

Hill, W.G. 2005.  Genetics. A century of corn selection.  Science. 307:6834.

Hill,  W.G.  2010.  Understanding  and  using  quantitative genetic variation.  Philos Trams  R
Soc Lond  8 Biol Sci.  365:73-85.

Horsfall,  J.G.   1975.   Fungi  and  fungicides:  The  story  of  a  nonconformist.  Annu   Rev
Phytopathol.13:1-14.

Hubmann,   G.,   Foulqui6-Moreno,   M.R.,   Nevoigt,   E.,   Duitama,   J.,   Meurens,   N.,   Pais,
T.M.,  Mathe,  L.,  Saerens,  S.,  Nguyen,  H.T.,  Swinnen,  S.,  Verstrepen,  K.J.,  Concilio,  L.,
de  Troostembergh,   J.C.,  Thevelein,   J.M.   2013a.   Quantitative  trait  analysis  of  yeast
biodiversity yields novel gene tools for metabolic engineering.  Metab Eng.17:68-81.

Hubmann,  G.,  Math6,  L.,  Fou[qui6-Moreno,  M.R.,  Duitama,  J.,  Nevoigt,  E.,  Thevelein,
J.M.  2013b.  Identification  of multiple  interacting  al[eles  conferring  low glycerol  and  high
ethanol yield  in  Sacoharomyces cerev/.s/.ae ethanolic fermentation.  Biotechnol  Biofuels.
6:87.

Jara,  M.,  Cubillos,  F.A.,  Garcia, V.,  Salinas,  F., Aguilera,  0.,  Liti,  G.,  Martinez,  C.  2014.
Mapping  genetic  variants  underlying  differences  in  the  central  nitrogen  metabolism  in
fermenter yeasts.  PLoS One. 9:e86533.

Kim,  H.S.,  Huh,  J.,  Riles,  L.,  Reyes, A„  Fay,  J.C.  2012. A noncomplementation screen
for quantitative trait alleles in Saccharomyces oerev/.s/.ae.  G3 (Bethesda). 2:753-60.

Klosinska,  M.M.,  Crutchfield,  C.A.,  Bradley,  P.H.,  Rabinowitz,  J.D.,  Broach,  J.R.  2011.
Yeast cells can access distinct quiescent states. Genes Dev. 25:336-349.

Klug, W.S.,  Cummings, M.R.1999.  Conceptos de genetica. 5a ed.  pp 99-104.  Prentince
Hall  Iberia,  Madrid.

Lander,   E.S.,   Botstein,   D.   1989.   Mapping   mendelian  factors  underlying  quantitative
traits using  RFLP linkage maps.  Genetics.121:185-99.

90



Li,  J.,  Katiyar,  S.K.,  Edlind,  T.D.  1996  .  Site-directed  mutagenesis  of  Saccharomyces
cerev/.s/.ae     beta-tubulin:     interaction     between     residue     167     and     benzimidazole
compounds.  FEBS Lett.  385:7-10.

Li,  J.,  Wang,  L.,  Wu,  X.,  Fang,  0.,  Wang,  L.,  Lu,  C.,  Yang,  S.,  Hu,  X.,  Luo,  Z.  2013.
Polygenic  molecular  architecture   underlying   non-sexual   cell   aggregation   in   budding
yeast.  DNA Res. 20:55-66.

Liti,  G.,  Barton,  D.B.,  Louis,  E.J.  2006.  Sequence  diversity,  reproductive  isolation  and
species concepts in Saccharomyces. Genetics.174:839-50.

Liti,  G.,  Carter,  D.M.,  Moses,  A.M.,  Warringer,  J.,  Parts,  L.,  James,  S.A.,  Davey,  R.P.,
Roberts,   I.N.,   Burt,  A.,   Koufopanou,   V.,   Tsai,   I.J.,   Bergman,   C.M.,   Bensasson,   D.,
O'Kelly,  M.J„  van  Oudenaarden,  A.,  Barton,  D.B.,  Bailes,  E.,  Nguyen,  A.N.,  Jones,  M.,
Quail,   M.A„  Goodhead,   I.,   Sims,  S.,  Smith,   F.,  Blomberg,  A.,  Durbin,  R.,  Louis,   E.J.
2009a.  Population genomics of domestic and wild yeasts. Nature. 458:33741.

Liti,  G.,  Haricharan,  S.,  Cubillos,  F.A.,  Tierney, A.L.,  Sharp,  S.,  Bertuch, A.A.,  Parts,  L.,
Bailes,  E.,  Louis,  E.J.  2009b.  Segregating  YKU80  and TLcl  alleles  underlying  natural
variation in telomere properties in wild yeast.  PLoS Genet. 5:el000659.

Lukens,   R.J.   1969.   Heterocyclic  nitrogen   compounds.   In:   Fungicides:  An   advanced
treatise.  Volume  11,  Chemistry  and  physiology.   D.C.  Torgeson,  ed.  Academic  Press,
New York.

Mackay,   T.F.,   Stone,   E.A.,   Ayroles,   J.F.   2009.   The   genetics   of  quantitative   traits:
challenges and prospects.  Nat Rev Genet.10:565-77.

Madigan,      M.T.,      Martinko,     J.M.,      Parker,     J.      2004.      Brook.      Biologia     de     los
microorganismos.10a ed.  pp 475-477.  Pearson educaci6n,  Madrid.

Massouras, A., Waszak,  S.M., Albarca-Aguilera,  M.,  Hens,  K.,  Holcombe, W., Ayroles,
J.F.,  Dermitzakis,  E.T.,  Stone,  E.A.,  Jensen,  J.D.,  Mackay,  T.F.,  Deplancke,  8.  2012.
Genomic  variation  and  its  impact  on  gene  expression  in  Drosaph/./a  me/anogasfer.
PLoS Genet. 8:el003055.

Milanovi6, V.,  Comitini,  F.,  Ciani,  M.  2013.  Grape berry yeast communities:  influence of
fungicide treatments.  Int J  Food Microbiol.161 :240-6.

Monahan,   B.J.,   VIllen,   J.,   Marguerat,   S.,   Bahler,   J.,   Gygi,   S.P.,   Winston,   F.   2008.
Fission   yeast   Swl/SNF   and   RSC   complexes   show   compositional   and   functional
differences from  budding yeast.  Nat Struct Mol  Bio[.15:873-80.

Monteiro,   P.T„   Dias,   P.J.,   Ropers,   D.,   Oliveira,  A.L.,   Sa-Correia,   I.,  Teixeira,   M.C.,
Freitas,  A.T.   2011.   Qualitative   modelling   and  formal  verification   of  the   FLRl   gene
mancozeb response in Saocharomyces oerev/.s/.ae.  IET Syst Biol. 5:308-16.

Morton,  N.E.1955.  Sequential  tests for the  detection  of linkage.  Am  J  Hum  Genet.  7:
277-318.

91



Morton,  V.,  Staub,  T.  2008.  A  Short  History  of  Fungicides.  Online,  APsnet  Features.
doi:  10.1094/APsnetFeature-2008-0308.

Motulsky,  H.J.  2007.  Prism  5 Statistics Guide.  Graphpad Software  lnc..  San  Diego CA.
www.graphpad.com.

Nelson,  D.L.,  Cox,  M.M.  2006.  Lehninger.  Principios de  bioquimica.  4a ed.  pp  107-110.
Editorial Omega,  Barcelona.

Nguyen,  D.T.,  Alarco,  A.M.,  Raymond,  M.  2001.  Multiple  Yaplp-binding  sites  mediate
induction  of the  yeast  major facilitator FLRl  gene  in  response to  drugs,  oxidants,  and
alkylating agents. J  Biol Chem. 276:1138-45.

Nordborg, M„ Weigel,  D. 2008.  Next-generation genetics in plants.  Nature. 456:720-3.

Novak,  M.,  Pfeiffer, T.,  Lenski,  R.E.,  Sauer,  U.,  Bonhoeffer,  S. 2006.  Experimental tests
for an evolutionary trade-off between growth rate and yield  in E.  co//.. Am Nat.  168:242-
251.

Owens,  R.G.,  Novotny,  H.M..1959.  Mechanisms  of action  of the fungicide  captan  [N-
(trichloromethylthio)-4-cyclohexene-1,2-dicarboximide].  Contrib.  Boyce  Thompson  lnst.
20: 171 -190.

Pais, T.M.,  Foulquie-Moreno,  M.R.,  Hubmann,  G.,  Duitama, J.,  Swinnen,  S., Goovaerts,
A.,  Yang,  Y.,  Dumortier,  F.,  Thevelein,  J.M.  2013.  Comparative  polygenic  analysis  of
maximal  ethanol  accumulation  capacity  and  tolerance  to  high  ethanol  levels  of  cell
proliferation in yeast.  PLoS Genet. 9:el003548.

Pedruzzi,  I.,  Dubouloz,  F.,   Cameroni,   E.,  Wanke,  V.,  Roosen,  J.,  Winderickx,  J.,  De
Virgilio,   C.  2003.  TOR  and  PKA  signaling  pathways  converge  on  the  protein  kinase
Riml5 to control entry into GO.  Mol Cell.12:1607-13.

Pretorius,  I.S.  2000.  Tailoring wine yeast for the  new millennium:  novel  approaches to
the ancient art of winemaking. Yeast.16:675-729.

R  Core  Team.   2013.   R:  A  language  and  environment  for  statistical   computing.   R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.  URL http://www.R-project.org/.

Richmond,  D.V.,  Somers,  E.  1963.  Studies  on  the  fungitoxicity  of captan.  Ill.  Relation
between the sulfhydryl  content of fungal  spores and their uptake of captan. Ann. Appl.
Bio[.  52:327-336.

Rockman,  M.V.  2012.  The  QTN  program  and  the  alleles  that  matter for evolution:  all
that's gold does not glitter.  Evolution.  66:1-17.

Russell,  P.E. 2005. A century of fungicide evolution.  J Agric Sci.143:11-25.

92



Sa-Correia,  I.,  Tenreiro,  S.  2002.  The  mul{idrug  resistance  transporters  of  the  major
facilitator  superfamily,  6  years  after disclosure  of  Saccharomyces  cerev/.s/.ae  genome
sequence.  J  Biotechnol.  98:215-26.

Saghbini,   M.,   Hoekstra,  D„   Gautsch,  J.  2001.  Media  Formulations  for  Various  Two-
Hybrid  Systems.  En  P.N.  MacDonald  (ed.),   Methods  in  Molecular  Biology,  Vol.   177,
Two-Hybrid  Systems:  Methods  and  Protocols.  pp.15-39.  Humana  Press  lnc.,  Totowa,
NJ.

Salinas,  F.,  Cubillos,  F.A.,  Soto,  D.,  Garcia,  V.,  Bergstr6m,  A.,  Warringer,  J.,  Ganga,
M.A.,  Louis,  E.J.,  Liti,  G.,  Martinez,  C..  2012.  The  genetic  basis  of  natural  variation  in
oenological traits in Saocharomyces oerev/.s/.ae. PLoS One. 7:e49640.

Sax,   K.   1923.   The   Association   of   Size   Differences   with   Seed-Coat   Pattern   and
Pigmentation in Phaseo/us w/gar/.s. Genetics. 8:552-60.

Shohat-Tal,   A.,   Eshel,   D.   2011.   Cell   cycle   regulators   interact   with   pathways   that
modulate microtubule stability in Saccharomyces cerev/.s/.ae.  Eukaryot Cell.10: 1705-13.

Skelly,   D.A.,   Merrihew,   G.E.,   Riffle,   M.,   Connelly,   C.F.,   Kerr,   E.O.,   Johansson,   M.,
Jaschob,  D.,  Graczyk,  8.,  Shulman,  N.J., Wakefield,  J.,  Cooper,  S.J.,  Fields,  S.,  Noble,
W.S.,   Muller,   E.G.,   Davis,   T.N.,   Dunham,   M.J.,   Maccoss,   M.J.,   Akey,   J.M.   2013.
Integrative   phenomics   reveals   insight   into   the   structure   of   phenotypic   diversity   in
budding yeast.  Genome Res. 23:1496-504.

Spiegel,  M.R.,  Stephens,  LJ.  2002.  Estadistica.  3a ed.  pp 244-259,  314-318,  368-369.
MCGraw-Hill/Interamericana,  Mexico  D.F.

Steinmetz,  L.M.,  Sinha,  H.,  Richards,  D.R.,  Spiegelman,  J.I.,  Oefner,  P.J.,  McCusker,
J.H.,  Davis,  R.W. 2002.  Dissecting the architecture of a quantitative trait locus in yeast.
Nature. 416:326-30.

Strachan, T.,  Read, A.P.1999.  Human Molecular Genetics. 2nd ed.  Chapter 11,  Genetic
mapping of mendelian characters. Wiley-Liss,  New York.

Thatcher, J.W., Shaw, J.M., Dickinson, W.J.1998. Marginal fitness contributions of non-
essential genes in yeast.  Proc Natl Acad Sci USA.  95:253-257.

Teixeira,   M.C.,   Dias,   P.J.,   Sim6es,   T.,   Sa-Correia,   I.   2007.   Yeast   adaptation   to
mancozeb  involves  the  up-regulation  of  FLRl   under  the  coordinate  control  of  Yapl,
Rpn4,  Pdr3,  and Yrrl .  Biochem Biophys Res Commun. 367:249-55.

Tenreiro,  S.,  Fernandes,  A.R.,  Sa-Correia,I.  2001.  Tran§criptional  activation  of  FLRl
gene  during  Saccharomyces  cerev/.s/.ae  adaptation  to  growth  with  benomyl:   role  of
Yaplp and Pdr3p.  Biochem Biophys Res Commun. 280:216-22.

Travisano,  M.,  Shaw,  R.G.  2013.  Lost in the map.  Evolution.  67:305-14.

93



Ukimori,   S.,   Kawabata,   N.,   Shimada,   H.,   lmano,   R.,   Takahashi,   K.,   Yukawa,   M.,
Tsuchiya,  E.,  Ueno,  M.  2012.  A  double  mutant  between  fission  yeast telomerase  and
RecQ helicase is sensitive to thiabendazole, an anti-microtubule drug.  Biosci Biotechnol
Biochem.  76:264-9.

Vadkertiova,   R,   Slavikova,   E.   2011.   Influence   of   Pesticides   on   Yeasts   Colonizing
Leaves. Z Naturforsch C. 66:588-94.

Warringer,  J.,  Blomberg, A.  2003. Automated screening  in  environmental arrays allows
analysis of quantitative phenotypic profiles  in Saccharomyces cerev/.s/.ae. Yeast.  20:53-
67.

Warringer,   J„   Ericson,   E.,   Fernandez,   L.,   Nerman,   0.,   Blomberg,   A.   2003.   High-
resolution   yeast   phenomics   resolves   different   physiological   features   in   the   saline
response. Proc Natl Acad Sci U S A.100:15724-9.

Warringer,  J.,  Z6rg6,  E.,  Cubillos,  F.A.,  Zia, A.,  Gjuvsland, A.,  Simpson,  J.T.,  Forsmark,
A.,  Durbin,  R.,  Omhol{,  S.W.,  Louis,  E.J.,  Liti,  G.,  Moses,  A.,  Blomberg,  A.  2011.  Trait
variation in yeast is defined  by population  history.  PLoS Genet.  7:el002111.

Watanabe,  D„  Araki,  Y„  Zhou,  Y.,  Maeya,  N„  Akao,  T.,  Shimoi,  H.  2012.  A  loss-of-
function  mutation  in  the  PAS  kinase  Riml5p  is  related  to  defective  quiescence  entry
and  high  fermentation  rates  of  Saccharomyces  cerev/.s/.ae  sake  yeast  strains.  Appl
Environ  Microbiol.  78:4008-16.

Wilkening,  S.,  Lin,  G.,  Fritsch,  E.S.,  Tekkedil,  M.M., Anders,  S.,  Kuehn,  R.,  Nguyen,  M.,
Aiyar,  R.S.,  Proctor,  M., Sakhanenko,  N.A.,  Galas,  D.J., Gagneur, J.,  Deutschbauer, A.,
Steinmetz,  L.M.  2014. An  Evaluation  of High-Throughput Approaches to  QTL Mapping
in Saocharomyces cerev/.s/.ae. Genetics.196:853-65.

Wong,  W.W.,  Tran,   L.M.,   Liao,  J.C.  2009.  A  hidden  square-root  boundary  between
growth  rate and biomass yield.  Biotechnol  Bioeng.102:73ngo.

Wood,   J.S.   1982.   Mitotic  chromosome   loss   induced   by  methyl   benzimidazole-2-yl-
carbamate  as  a  rapid  mapping  method  in  Saccharonyces  cerev/.s/.ae.  Mol  Cell  Biol.
2:1080-7.

Yin,  X.,  Goudriaan,  J.,  Lantinga,  E.A.,  Vos,  J.,  Spiertz,  H.J.  2003.  A  flexible  sigmoid
function of determinate growth. Ann  Bot.  91 :361-71.

94


