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BIOGRAFIA

. Un homocigoto biolégico. Asi lo definié su
‘amigo’ el Dr. Tito Ureta. Hijo Unico de dos bidlogos
de formacién, bioquimico y genetista de pasion,
fue nacido y criado al alero de la Universidad de
Chile, desde aquel Miércoles 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 formacion sica se dio en Nufoa, 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 Instituto Nacional
General José Miguel Carrera, donde terminé de formarse no sélo como estudiante sino
que también como ciudadano. Siempre con la tunica azul bajo |a ropa ordinaria, y como

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

No sélo una tlnica azul, sino que una camiseta y un corazon 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 pasion la
ha compartido con su padre en cada visita al Nacional, asi como también han
compartido aquella por la musica, ya sea yendo a la dpera en familia o en especial
disfrutando del buen Rock clasico, ademas de la pasion por el conocimiento, esa de
largas conversaciones sobre Biologia y Filosofia, sobre Fisica y Literatura. Por su
parte, su madre ha sido siempre ese necesario cable a tierra, esa necesaria

conversacion cotidiana, ese insustituible enfocarse para una mente dispersa.




Los afios de colegio y Universidad, de estadio y de conciertos, se han mezclado
con su ofra pasion: el Escultismo. En su colegio de nifiez ingresé 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 llevé al Jamboree Mundial en Inglaterra a celebrar los 100
afios del Movimiento Scout. El ser Scout lo moldeé e hizo crecer como persona, y le
ensefid el valor incalculable de ser amigo de sus amigos y, por sobre todo, de sus
amigas. El amor en cambio le fue esquivo, ahi y en todo lado, pero finalmente llegd en

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

Su abuelo quiso que fuera Marino, pero de pequerio decidié que despertarse a
las 5 am a ducharse con agua helada no parecia un futuro confortable. Sus padres por
su parte le inculcaron tanto la Biologia como la idea de no ser bidlogo. Y les hizo caso:
en vez de eso, estudio 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 acogié como
tantas veces de nifio ahora como un verdadero hijo, y él le respondid como tal.
Nuevamente se dedico al deporte, esta vez atletismo, compitiendo en diversos torneos
en casi cada prueba existente. Mejor puntaje en su afio de ingreso a la Facultad,
termind la licenciatura con distincién maxima y como el mejor de su generacion. Tras
un afio sabético reflexivo en que comenzé a incursionar como ayudante en su Facultad
y en el Programa Académico de Bachillerato, y como docente en la Universidad Andrés
Bello, decidié ir a probar suerte al Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia
Aplicada de la USACH, el cual le abrié sus puertas, [o llevd a un congreso, y ahora le
permite terminar con éxito su Seminario de Titulo para optar al titulo de Ingeniero 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 por
mualtiples regiones del genoma, ademas de interacciones gen-gen y gen-ambiente,
presentando como consecuencia variaciones cuantitativas dentro de una poblacién. La
levadura Saccharomyces cerevisiae se ha convertido en un modelo de estudio para el
mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTLs) y el analisis de la variacién natural, al
presentar una gran diversidad genética entre los cinco linajes puros descritos hasta la
fecha (Wine/European (WE), West African (WA), Malaysian (MA), Sake (SA) y North
American (NA)). Uno de los nichos naturales para esta levadura son los vifiedos y el
mosto de fermentacion, siendo la principal especie responsable de la fermentacién
aicohdlica en la produccion 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 respecio a las regiones
genémicas involucradas en la resistencia a fungicidas, por lo que en el presente trabajo
se planted el objetivo de determinar los genes que podrian estar involucrados en la
resistencia a fungicidas en S. cerevisiae. Para ello, se seleccionaron tres fungicidas
(tiabendazo!l, maneb y captan)} ampliamente utilizados en la industria vitivinicola, y se
evaluaron diferencias fenotipicas entre cepas parentales representativas de cuatro de
los cinco linajes puros, presentando las cepas NA y WE mayor resistencia a
tiabendazol, SA y NA a captan, y SA a maneb. Paralelamente se estandarizd un
método cuantitativo de fenofipificacion por microcultivo, obteniendo tres parametros
asociados al crecimiento (eficiencia, adaptacion y velocidad maxima). Tras ello, se
utilizaron dos estrategias distintas de fenctipificacion en poblaciones recombinantes,

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




estandarizada. El andlisis de dichas fenotipificaciones mostrd que existen diferencias
significativas de crecimiento entre miembros de estas poblaciones recombinantes
(WAXNA para tiabendazol, WExSA para maneb y captan), tanto en medio sélido como
en microcultivo, confirmando que la resistencia a fungicidas tiene un caracter
poligénico al presentarse distribuciones continuas en ambas condiciones de cultivo.
Sumado a esto, se observd que existe una fuerte asociacion entre los parametros de
eficiencia y velocidad maxima, pero no con la adaptacidn, sugiriendo que estos dos
parametros tienen estructuras genéticas subyacentes similares. De los andlisis de
ligamiento respectivos se identificaron diversos QTLs que subyacen la variacién natural
de resistencia a fungicidas, encontrandose diferencias entre las estrategias de
fenotipifcacion utilizadas, y destacando el QTL VI.65 como el mas importante entre
ellos al explicar por si solo importanies porcentajes de varianza fenotipica tanto en
medio sélido como en microcultive. Finalmente, mediante un analisis de hemicigosidad
reciproca se identifico al gen RIM75 como locus causal de dicho QTL y, por lo tanto,
como uno de los genes responsables de la variaciéon natural de resistencia a los
fungicidas maneb y captan en S. cerevisiae. Estos resultados sugieren a RIM15 como
candidato para seleccion asistida por marcadores y/o ingenieria metabdlica, en

particular para la industria vitivinicola.




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 Saccharomyces
cerevisiae 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 (Wine/European (WE), West African (WA), 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. cerevisiae 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 fo identify genes that may be involved in fungicide
resistance in S. cerevisiae. 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 (WAXNA 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 VI.65 as the most
important among them, as it explains a significant fraction of the phenotypic variance
under both culture conditions. Finally, RIM15 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. cerevisiae.
These results suggest RIM15 as a candidate for marker-assisted selection and/for

metabolic engineering, particularly for the wine industry.




1. INTRODUCCION

1.1. Rasgos complejos en la naturaleza presentan variaciones cuantitativas

Gran parte de los rasgos fenotipicos de un individuo, incluyendo algunos como
susceptibilidad a enfermedades, rasgos de interés industrial y fenotipos extremos,
tienen una base genética que no es monogeénica, estando determinados por multiples
regiones del genoma (herencia poligénica), ademas de interacciones gen-gen y gen-
ambiente (Mackay y col., 2009). Esto es la causa de que muchos rasgos de interés
presenten variaciones cuantitativas y por ende distribuciones continuas dentro de una
poblacion (Klug y Cummings, 1999), siendo un desafio de gran importancia para el
actual estudio en ciencias biologicas el entender las bases genéticas de dichas
variaciones que se dan a nivel fenotipico. La teoria formal de la genética cuantitativa
establece procedimientos para la recoleccion y analisis de datos, proporcionando una
guia para el desarrollo de programas de cria selectiva y mejoramiento genético en

especies de interés comercial (Gardner y col., 1991).

Actualmente, el objetivo predominante en estudios de genética cuantitativa es la
busqueda de las bases moleculares que subyacen las diferencias fenotipicas
observadas (Travisano y Shaw, 2013). En este contexto, 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
variacién en un rasgo cuantitativo, y que se identifican por su vinculacién con loci
marcadores polimérficos (Mackay y col., 2009). Estudios de gran escala para la
deteccion de genes han confirmade ampliamente que diversos factores genéticos
contribuyen de forma importante a la variacion en la mayorfa de los rasgos

cuantitativos (Hill 2005, 2010; Rockman 2012).




1.2. Mapeo por ligamiento de QTLs

Desde inicios del siglo XX (Sax, 1923), varias estrategias se desarrollaron para
estudiar las bases genéticas que subyacen variaciones fenotipicas cuantitativas,
destacando en la actualidad los mapeos por ligamiento y por asociacion, y el estudio
de asociacion de genoma completo (genome-wide association study) (Mackay y col.,
2009). El mapeo por ligamiento permite la identificacion de QTLs en levaduras, plantas
y otros organismos modelos (Massouras y col., 2012), basandose en la premisa de que
fos QTLs pueden ser localizados a través de su vinculacidon genética con loci
marcadores visibles en genotipos que puedan ser facilmente clasificados. Para esto se
utilizan marcadores moleculares, siendo los mas comunes los polimoriismos de
nucledtido simple (SNPs), los indels y los microsatélites. En la figura 1 se muestra la

estrategia general utilizada para realizar un mapeo por ligamiento.

La vinculacién genética se basa en que los marcadores predictivos se encontrarian
ligados a los loci causales del fenotipo, por lo que tienden a segregar juntos. Esta
asociacion puede verse interrumpida por un evento de recombinacion, 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 vinculacién se puede estudiar mediante un LOD score, test estadistico
desarrollado por Morton (1955) para el andlisis de ligamiento en humanos, que
corresponde al logaritmo en base 10 de la razén entre la probabilidad de que los loci se
encuentren efectivamente ligados y la probabilidad de que el ligamiento observado se
deba al azar. Un LOD score mayor indica una mayor probabilidad de que el ligamiento
observado no se deba al azar y, en general, un LOD 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 realizacién de mapeo por ligamiento de QTLs. La generacion parental
(P1) se compone de dos lineas endogamicas genéticamente divergentes que se cruzan para crear la
generacion F4, mientras que de la cruza de individuos de la generaciéon F1 se genera la poblacion de
mapeo Fo. M1, M2, M3 y M4 representan marcadores que distinguen a las dos cepas parentales, mientras
que la estrella amarilla indica la posicion de un locus causal o QTL. La recombinacién en la poblacién F2
crea nuevos haplotipos y puede desacoplar los marcadores del locus causal. Los fenotipos y genotipos
(marcadores) se puntian (0 y 2 indican los genotipos homocigotos alternativos y 1 indica el genotipo
heterocigdtico en cada marcador bialélico), siendo estos datos evaluados para determinar 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
posicion en el mapa y el efecto de cada QTL. El umbral de significancia debe ser ajustado para el niumero
de pruebas independientes realizadas. Los bloques de haplotipos en la poblacion de mapeo pueden ser
amplios y, como consecuencia de ello, el locus causal s6lo puede ser asignado a una region de gran
tamafio, pudiendo identificarse en ella genes relevantes para estudios futuros o candidatos para
secuenciacion selectiva o perturbacion experimental. Modificado de Mackay y col. (2009).




Es importante destacar que la localizacion de QTLs en pequefias regiones dentro
de los cromosomas requiere que existan marcadores moleculares esirechamente
espaciados y, mas aun, el tener lineas parentales que difieran entre ellas en los alelos
que portan dichos loci (Griffiths y col., 1996). Por ofra parte, el analisis de segregantes
individuales para realizar la identificacion de QTLs ha demostrado ser de mayor utilidad
que el analisis de grupos de los mismos (bulk segregant analysis), puesto que esta
Ultima aproximacién presenta factores de confusion como son mutaciones y

aneuploidias (Wilkening y col., 2014).

Una herramienta para realizar la correlacion entre genotipo y fenotipo, y con ello la
deteccion de QTLs, es la utilizacidn del sofiware R, el cual corresponde a un lenguaje y
entorno de programacion para andlisis estadistico y grafico (R Core Team, 2013). Para
este software existe un paquete llamado R/qtl, disefiado especificamente para mapear
QTLs en cruces experimentales (Broman y col, 2003), el cual fue desarrollade
basandose en los métodos estadisticos de mapeo de QTLs descritos en distinfos
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 identificacion de
QTLs, el programa R/qtl tiene otras funciones como son generar modelos de
interaccion 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 cerevisiae

Durante los Ultimos afos la levadura Saccharomyces cerevisiae se ha convertido
en un modelo de estudio para el mapeo de QTLs, al ofrecer ventajas unicas para
estudios de gendmica evolutiva en organismos eucariontes (Dujon, 2010). Esta
levadura es de gran importancia tanto por su amplio uso como modelo de estudio en
laboratorio como por su utilizacion industrial y artesanal en la produccién de pan y de
diversas bebidas alcohdlicas (por ejemplo, cerveza y vino). Estudios de QTLs en esta
levadura incluyen fenotipos como son los de crecimiento en alta temperatura
(Steinmetz y col., 2002), reparacion de DNA (Demogines y col., 2008), rasgos
enoldgicos (Salinas y col., 2012) y los de agregacion celular no sexual (Li y col., 2013).
Ademas, esta aproximacion se utilizé para la identificacion de variantes genéticas que
subyacen diferencias en el metabolismo central del nitrégeno {Jara y col., 2014) y
utilizacion de fuentes de nitrogeno (Gutierrez y col., 2013), como también en estudios
en ambientes ecolégicamente relevantes (Cubillos y col., 2011). La estrategia ggnera]

gue se lleva a cabo para realizar este mapeo se esquematiza en la figura 2.

L.a informacién aportada por la identificacion de QTLs en S. cerevisiae también se
utiliza con fines biotecnolégicos. Por ejemplo, el analisis de capacidad maxima de
acumulacion de etanol y tolerancia a altos niveles del mismo (Pais y col., 2013) en
conjunto con la identificacion de alelos multiples que interactian confiriendo alto
rendimiento de etanol y bajo de glicerol en la fermentacion alcohdlica (Hubmann y col.,
2013b), lo cual tiene importantes proyecciones de aplicacion industrial para la
produccién de bioetanol. Sumado a esto, hay resultados que muestran gque el andlisis
poligénico de la biodiversidad en levaduras puede proporcionar importantes

herramientas genéticas para realizar ingenieria metabélica (Hubmann y col., 2013a).
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Figura 2. Esquema general de realizacion de mapeo por ligamiento de QTLs en S. cerevisiae. El
primer requisito es contar con dos cepas parentales haploides (representadas en gris y verde)
genéticamente diferentes, que al ser apareadas generan un hibrido diploide, el cual luego de esporular
genera una poblacion biparental recombinante compuesta de segregantes (Madigan y col., 2004). Esta
poblacién es genotipificada con marcadores moleculares y fenotipificada para el rasgo en estudio, para
luego realizar el andlisis de ligamiento respectivo. El grafico mostrado corresponde a un ejemplo real de un
analisis de ligamiento realizado en una poblacién biparental recombinante de S. cerevisiae utilizando el
software R/qtl.
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En un mapeo por ligamiento el locus causal sélo puede ser asignado a una region
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.
cerevisiae para comprobar [a participacion de un gen candidato es realizar un analisis
de hemicigosidad reciproca (Steinmetz y col., 2002), el cual se realiza mediante la
comparacion de dos cepas hibridas que sélo se diferencian por el alelo presente en un

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

Para poder realizar un mapeo de QTLs en S. cerevisiae es fundamental disponer
de una metodologia que permita la fenotipificacién con una alta resolucién de una gran
cantidad de segregantes en una poblacién. En este sentido, un importante avance fue
el descrito por Warringer y Blomberg (2003) el cual consistid en el desarrollo de una
metodologia automatizada para el estudio de perfiles fenotipicos a gran escala
utilizando cambios cuantitativos en el crecimiento de levaduras. Esta metodologia se
aplica con éxito para estudiar caracteristicas fisiolégicas en respuesta a sales en S.
cerevisiae (Warringer y col., 2003), la variacion natural de fenotipos relacionados con
utilizacion de carbono, resistencia a toxinas, medio ambiente y metabolismo, utilizacion
de nitrogeno y requerimientos nutricionales en cepas de S. cerevisiae, S. paradoxus, S.
arboricolus, S. kudriavzevii, S. bayanus, S. mikafae y S. casfellii (Warringer y col.,
2011), y la gendmica de poblaciones de levaduras domesticadas y salvajes (Liti y col.
2009a). También es clave en la identificacién de QTLs en fenotipos de importancia
enologica (Salinas y col., 2012) y en ambientes ecoldgicamente relevantes (Cubillos y
col.,, 2011). Como se esquematiza en la figura 3, la fenotipificacion se basa en la
posibilidad de obtencion de tres parametros asociados al crecimiento a partir de curvas

de crecimiento de S. cerevisiae.
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Figura 3. Esquema de obtencién 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 Saccharomyces
sensu stricto en mas de 200 ambientes diferentes se extrajeron tres parametros asociados al crecimiento
nombrados como lag (retraso proliferativo; tiempo para iniciar la proliferacion), rate (tasa proliferativa;
tiempo de duplicacion de la poblacion) y efficiency (eficiencia proliferativa; cambio en la densidad de la
poblacién). Modificado de Warringer y col. (2011).
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1.4. Diversidad genética y variacion natural en 8. cerevisiae

Distintas cepas de S. cerevisiae presentan una gran diversidad genética, la cual no
necesariamente se correlaciona con sus diferentes origenes geograficos (Liti y col.,
2006), remarcando la importancia que ha tenido su larga asociacién con la actividad
humana y los eventos de domesticacién que han ocurrido en procesos productivos
como, por ejemplo, la produccién de vino y de sake (Pretorius, 2000; Fay y Benavides,
2005). En este sentido, un importante avance en el estudio a nivel genémico de esta
levadura es el Proyecio de Resecuenciacién del Genoma de Saccharomyces (SGRP),
en el cual se resecuenciaron 36 cepas de diferenies origenes geograficos
seleccionadas en base a variedad de fuentes y lugares de aislamiento (Liti y col.,
2009a). Del andlisis gendmico realizado (figura 4) se describieron cinco linajes puros
cuyos nombres en inglés son: Wine/European (WE), West African (WA), Malaysian
(MA), Sake (SA) y North American (NA). Estos linajes fueron definidos en funcién de

que presentan polimorfismos Unicos no compartidos entre linajes (SNPs privados).

La identificacién de estos linajes y la posibilidad de utilizar cepas representativas de
los mismos como cepas parentales en estudios gendmicos y de mapeo de QTLs son
de gran utilidad para trabajos cuyo objetivo es determinar las bases de la variacion
natural en poblaciones recombinantes derivadas de aislados naturales de S. cerevisiae
(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 comprension de [a relacidn entre el fondo
genético y los QTLs, subestimando la compleja arquitectura genética de los rasgos
poligénicos en levaduras. Ademas, las cepas de laboratorio solo capturan una pequefia

fraccion de la variacion fenotipica presente en poblaciones naturales (Cubillos y col.,

i3




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
ecologicamente relevanies 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 enolégica.

Otro importante avance reciente para realizar estudios genémicos en S. cerevisiae
es la produccidn y caracterizacion genética de una poblacién recombinante
tetraparental llamada SGRP-4X (Cubillos y col., 2013). Esta poblacion 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 genético preciso. Los recombinantes que resultan contienen bloques
de ligamiento menores a aquellos observados en poblaciones biparentales, mejorando
la resolucion en la identificacion 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 pequerios
intervalos de confianza. La SGRP-4X es un recurso profundamente caracterizado que
proporciona un marco para un analisis genético potente y de alta resoluciéon de

fenotipos de levadura (Cubillos y col., 2013).
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Figura 4. Dendograma de aislados de S. cerevisiae 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
geografico (puntos) de cada una de las cepas secuenciadas. La barra de escala indica la frecuencia de
diferencias de pares de bases. Modificado de Liti y col. (2009a).
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1.5. Variacion natural de la resistencia a fungicidas en S. cerevisiae

Gran parte de la variacion natural se funda en la interaccién entre las variantes
alélicas 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 ambientes (Flint y Mackay, 2008). S. cerevisiae es capaz de
habitar en variados nichos como son vifiedos, bosques y zonas de elevadas
temperaturas (Cubillos y col., 2009b), convirtiéndola en un organismo ideal para el
estudio de la adaptacién al ambiente. Es ademas Ia principal especie responsable de
la fermentacién alcohdlica en el complejo proceso microbiolégico que implica la
transformacién del mosto de uva en vino (Bisson, 1994; Pretorius, 2000). En el
contexto det estudio de cepas vinicas de esta levadura, el andlisis de DNA mitocondrial
muestra que poblaciones procedentes de zonas no industriales tienen 40% mas
diversidad genética que las poblaciones aisladas desde zonas industriales, dando
cuenta de que las practicas enoldgicas industriales pueden afectar negativamente a las

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

Un ejemplo de una practica industrial enolégica habitual es el amplio uso de
fungicidas en los vifiedos, siendo éstos ambientes un nicho natural para S. cerevisiae
(Milanovi¢ 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 XVII con la utilizacién de
éstos en semillas de cereales. En el siglo XIX comienza [a utilizacién de fungicidas en
vifledos, primero para tratar el ofdio, y luego con la utilizaciéon de fungicidas de amplio
espectro en las hojas de las vides. A mediados del siglo XX, especialmente entre los
afos 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 sélo tienen efecto sobre los hongos, sino que también sobre las
poblaciones de levaduras que habitan los mismos nichos. Los estudios sobre los
efectos de los fungicidas sobre hongos y levaduras se remontan también a mediados
del siglo XX (Horsfall, 1975) y perduran hasta hoy, habiéndose realizado en las Ultimas
décadas variados estudios en S. cerevisiae entre los cuales se incluyen la evaluacién
de efectos de fungicidas sobre el crecimiento (Vadkertiova y Slavikova, 2011) y
diversidad (Milanovi¢ y col.,, 2013), caracterizacion de mutantes sensibles y/o
resistentes (Casalone y col., 2010), blusqueda y caracterizacion de genes involucrados
en la resistencia a fungicidas (Teixeira y col., 2007; Monteiro y col., 2011),
identificacién de mecanismos de accion de fungicidas (Li y col., 1996; Shohat-Tal y
Eshel, 2011), y generacion de bicensayos para evaluar [a 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 vinicas (Casalone y col.,, 2010) o aislados naturales

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

Un estudio de gran importancia fue el llevado a cabo por Warringer y col. (2011), en
el cual se mostro la existencia de variacion natural para un fungicida en particular,
llamado tiabendazol. Este rasgo de resistencia a tiabendazol resultd ser del tipo
cuantitativo, tal como se deprende de la evaluacion de distintas cepas de S. cerevisiae,
puesto que como se observa en la figura 5 se tiene una distribucién 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 seleccién de haplotipos causada por el uso de los mismos, convirtiéndola en un

modelo ideal para el estudio en respuesta a estimulos externos.
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Figura 5. Distribucion continua de las cepas de S. cerevisiae crecidas en presencia de tiabendazol.
Los graficos se confeccionaron con los datos obtenidos en el trabajo 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 determiné
para cada cepa un valor fenotipico utilizando la estrategia de fenotipificacion en microcultivo, esto para
cada uno de los parametro en estudio: (a) efficiency (eficiencia proliferativa), (b) lag (retraso proliferativo) y
(c) rate (tasa proliferativa). Los graficos muestran las cepas ordenadas de menor a mayor valor fenotipico
obtenido, lo cual deja en evidencia la distribucion continua existente para los tres parametros.




El andlisis de la variacién natural de la resistencia a fungicidas en S. cerevisiae
representa un interesante modelo de estudio tanto en el ambito evolutivo-ecoldgico
como economico-productivo, por el impacto que puede llegar a tener la utilizacion de
fungicidas sobre las poblaciones naturales de levadura y la produccion de vinos,
respectivamente. Esto es de particular importancia en un pais 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 investigacion en vitivinicuitura en nuestro pais, y con ella el desarrolio de lineas de
investigacion 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 (Milanovi¢ y col,,
2013), y si bien se puede desprender que la exposicion de poblaciones de levaduras a
distintos fungicidas ha causado variacion natural a nivel fenotipico (mayor resistencia o
sensibilidad), actualmente poco se conoce respecto a las regiones gendmicas
involucradas en dicha variacion. El mapeo por ligamiento de QTLs aparece entonces
como una buena aproximacion, dado su éxito en encontrar genes que subyacen la
variacién natural a varios fenotipos tanto en S. cerevisiae (Cubillos y col., 2011; Salinas
y col., 2012; Jara y col., 2014) como en otras especies del género Sacharomyces
sensu stricto como lo es S. paradoxus (Liti y col., 2009b). Los antecedentes enfatizan
la necesidad de utilizar un sistema eficiente para la identificacion de regiones del
genoma que subyacen la variacion natural de resistencia o sensibilidad a fungicidas en
S. cerevisiae como o es la fenotipificacion utilizando microcultivos y el posterior mapeo

por ligamiento de QTLs.
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HIPOTESIS

La variacion natural de resistencia a fungicidas en poblaciones silvestres de

Saccharomyces cerevisiae corresponde a un rasgo poligénico.

OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar genes que expliquen la diferencia en resistencia a fungicidas en

poblaciones silvestres de Saccharomyces cerevisiae.

Objetivos Especificos
« Determinar concentraciones que permitan observar diferencias fenotipicas entre
cepas silvestres de S. cerevisiae para fungicidas utilizados intensivamente en la

industria vitivinicola.

e Realizar la fenotipificacién tanto de cepas parentales como de poblaciones

biparentales derivadas de ellas.

s Identificar QTLs utilizando marcadores moleculares de tipo SNP.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Cepas de S. cerevisiae utilizadas

2.1.1. Cepas parentales

Las cepas parentales utilizadas corresponden a versiones haploides estables
(Mat a, ho::HygMX, ura3::KanMX) de cepas representativas de cuatro de los cinco
linajes puros descritos para S. cerevisiae (Litti y col., 2009) generadas en el trabajo de
Cubillos y col. (2009b). Estas cepas son: North American (NA). YPS128; Sake (SA):
Y12; West African (WA): DBVPGB044; y Wine/European (WE): DBVPG6765. Ademas

se utilizd la cepa de laboratorio S288¢ 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 (ho::HygMX, ura3::KanMX).

2.1.3. Hibrido y reciprocos hemicigotos

Para realizar la validacion del gen RIM15 (YFLO33C) se utilizé el hibrido entre
las cepas WE y SA, llamado CC28F, como también los reciprocos hemicigotos para
este gen RIM15 llamados YJM7 (CC28-rim15(WE) / rim15(SA)::ura3) e YJM8 (CC28-
rim15(SA) | rim15(WE)::ura3), generados previamente en el trabajo de Jara y col
(2014). Brevemente, el gen fue delecionado en las versiones haploides de las cepas
parentales {ya sea Mal a, ho::HygMX, ura3::KanMX o Mat a, ho::HygMX, ura3::KanMX)

realizando PCR de un paso y utilizando URA3 como marcador de seleccion, siendo
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confirmadas las deleciones también 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 los cultives en medio sdlido se utilizé medio completo YPD (0,5% extracto de
levadura, 0,5% peptona, 2% glucosa, 2% agar), mientras que en los cultivos en
microcultivo se utilizd 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 solucién fresca de fungicida en DMSO. Dado que la seleccion
de los mismos es parte de los objetivos del presente trabajo, los detalles respecto a
este procedimiento se encueniran en la seccion de Resultados (véase sub-seccion 6.7

Seleccion de fungicidas utilizados).

2.3. Evaluacion de resistencia a fungicidas en medio soélido mediante
diluciones seriadas
La evaluacion de resistencia a fungicidas se realizé mediante un ensayo en medio
YPD con diluciones seriadas, en el cual para cada cepa se diluyeron células
provenientes de cultivos sélidos previamente realizados también en medio YPD. Para
cada cepa se tomé con una punta estéril de micropipeta un volumen equivalente (una
esfera de aproximadamente 1 mm de diametro) el cual se diluyé en 50 ul de agua
estéril utilizando una placa de microcultivo, para luego realizar 6 diluciones seriadas de

10 en 10 (esto tomando 5 pl de la dilucién anterior y agregandolos a 45 pl de agua
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estéril). Todas las diluciones fueron incubadas a 28 °C por 48 h. Cada experimento se
realizé 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 [as imagenes respectivas.
2.4. Fenotipificacion de poblaciones recombinantes

2.4.1. Fenotipificacion en medio sélido

Para evaluar diferencias de resistencia a cada fungicida en las poblaciones
recombinantes, se utilizd inicialmente una metodologia de fenotipificacion en medio
sélido. Los segregantes fueron incubados en placas Petri con medio YPD a 28 °C por
96 h, para las condiciones fratamiento (con fungicida) y control (solo YPD):. Para cada
experimento el fungicida fue agregado al medio ya esterilizado antes de solidificarlo en

la placa Petri. Cada experimento se realizé por friplicado, y ademas en cada placa se

agreg6 la cepa parental SA para normalizar entre placas.

La obtencion de valores fenotipicos se realizo siguiendo un tratamiento de datos
modificade del trabajo de Warringer y col. (2003), adaptado desde el trabajo en
microcultivo al trabajo en medio sélido. Las placas fueron digitalizadas directamente
para obtener imagenes de ellas, y la fenotipificacion se realizd obteniendo los pixeles
de cada cepa utilizando el soffware ImageJ. El posterior tratamiento de datos realizado
sobre estos valores se muestra en las ecuaciones (1) y (2). Cada valor x;; obtenido
para la cepa i, placa j, condicion & (tratamiento o control) fue normalizado al calcular el
cociente entre x;; y su respective normalizador y;, obteniéndose asi los valores de SCy
(coeficientes de cepa). Tras ello, se calculd el cociente entre los valores normalizados

de la condicién con tratamiento y la condicion control para cada cepa i, obteniéndose
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asi los valores de PI (indices fenotipicos). Finalmente se obtuvo el promedio entre las

tres réplicas r realizadas.

X..
SCy =~ (1)
Y
23: [S Cf(rra!amr‘ema) )
r= SC CORro
pr == ; D /el (2)

2.4.2. Fenotipificacion en microcultivo

Para evaluar diferencias de resistencia a cada fungicida en las poblaciones
recombinantes, se utilizé una técnica de microcultivo modificada del trabajo de
Warringer v Blomberg (2001). Se obtuvieron curvas de crecimiento realizando
mediciones de densidad &ptica (OD) a 630 nm mediante el soffware Gene5™ junto con
un lector de placas de microcultivo BioTek® EL808™. 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 segtin cada condicion. Para cada experimento el
fungicida fue agregado al medio ya esterilizado antes de distribuirlo en los pocillos de la
placa. Cada experimento se realizd por duplicado, y se agregd en cada placa la cepa
$288c por triplicado para normalizar enire placas. De las curvas generadas para cada
segregante se obtuvieron los valores fenotipicos de tres parametros asociados al
crecimiento llamados eficiencia, adaptacion y velocidad maxima. Los coeficientes de
correlaciéon de Pearson se utilizaron para el andlisis de correlacién entre parametros.
Dado que la estandarizacion de esta técnica de fenotipificacion es parte de los

objetivos del presente trabajo, los detalles respecto a su desarrolio se encuentran en la
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seccion de Resultados (véase sub-seccion 6.2 Estandarizacion de un método

cuantitativo para evaluar diferencias fenotipicas).
2.5. Analisis de ligamiento

2.5.1. Obtencién de QTLs

El andlisis de ligamiento se realizé utilizando el software R (R Core Team, 2013)
y el paquete llamado R/gtL (Broman y col., 2003}, siguiendo el protocolo de Cubillos y
col. (2011). Los QTLs fueron obtenidos utilizando un modelo no paramétrico a través
de un test de 1000 permutaciones. Se consideraron como QTLs significativos aquellos
con un p-value < 0,050 y como QTLs marginalmente significativos aquellos con un p-
value < 0,150. El programa entrega ademas los LOD scores de corte para p-values
seleccionados en cada caso. La nomenclatura de los QTLs consiste en nimeros
romanos para los cromosoma y niimeros arabigos para la coordenada cromosdmica
(por ejemplo, el QTL VI.65 se encuentra en el cromosoma VI en la posicion 65 kb,

basado en el genoma de referencia de la cepa $288c).

2.5.2. Determinacion de varianzas fenotipicas explicadas

Para determinar las varianzas fenotipicas explicadas por cada QTL se utilizaron
funciones especificas del paquete R/qt! (Broman y Sen, 2009) disefiadas para ello. En
primera instancia se estimd una mejor posicion para cada uno de los QTLs
identificados para cada fenotipo (utilizando [a funcién ‘refinegtl’), y luego con estas
estimaciones se generé un modelo con el tipo de interaccion que existe entre pares de
QTLs a la vez (utilizando la funcion ‘addint’), determinando si sus efectos eran
meramente aditivos o si existia interaccion entre ellos. Con dicho modelo se determiné

finalmente la varianza fenotipica explicada (utilizando también la funcion ‘addint’) tanto
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por cada QTL en particular como por cada interaccidén, y también 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 Bergstrém y col. (2014), parte del Proyecto de
Resecuenciacion del Genoma de Saccharomyces (SGRP), y desde ellas se obtuvo las
secuencias aminoacidicas correspondientes utilizando la herramienta bioinformatica
online ExPASy (http:/iweb.expasy.org/iranslate/) perteneciente al Swiss Institute of
Bioinformatics (SIB). Los alineamientos fueron realizados utilizando la herramienta
bioinformatica online  ClustalOmega  (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

perteneciente a The European Bioinformatics Institute (EBI).

2.7. Anadlisis estadisticos

Los analisis estadisticos se hicieron utilizando el software R {R Core Team, 2013).
La eleccién de las pruebas utilizadas se realizé 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-fest, utilizando la funcién
‘var.test’). Las correlaciones se realizaron mediante una correiacion lineal de Pearson
(utilizando la funcién ‘cor.test’). Las comparaciones entre promedios se realizaron
mediante una prueba t de Student no pareada (f-fest, utilizando la funcion ‘t.test’). La
significancia se evalué en todos los casos considerando un intervalo de confianza del

95% (p-value < 0,050).
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3. RESULTADOS

3.1. Seleccion de fungicidas utilizados

Con el objetivo de estudiar la variacion natural de la resistencia a fungicidas en
aislados silvestres de S. cerevisiae, 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 seleccion fue
encontrar fungicidas utilizados en la industria vitivinicola y que ademas tuvieran
distintos modos y blancos de accién. Para esto, se realizd una blsqueda bibliografica
de la cual se escogid, con datos obtenidos del Fungicide Resistance Action
Committee's (FRAC) (Brent y Hollomon, 2007; Fishel y Dewdney, 2012), tres de las
clases de fungicidas mas utilizadas en el mercado de cultivo de vegetales como son
benzimidazol, ditiocarbamato y ftalimida (tabla 1a) (Morton y Staub, 2008). Mientras
que los fungicidas de la clase benzimidazol tienen un modo de accion especifico
alterando la mitosis y divisioén celular (a través de la inhibicién del ensamblaje de B-
tubulina), los de la clase ditiocarbamato y ftalimida se considera que tienen actividad de

contacto multisitio (Fishel y Dewdney, 2012).

Para determinar fungicidas representativos de cada clase se realizé una busqueda
bibliografica basandose en estudios en donde anteriormente se hayan utilizado cepas
de S. cerevisiae (tabla 1b). En base a este analisis, se seleccionaron los fungicidas
tiabendazol, maneb y captan, representativos de I[as clases benzimidazol,
dittocarbamato y ftalimida, respectivamente, cuyas caracteristicas quimicas se detallan
en la tabla 1c y la figura 6. Diferentes concentraciones de estos fres 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 ires clases de fungicidas
seleccionadas segiin 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. {¢) Formula empirica y nombres de los fungicidas

seleccionados.

(a)
Clase de Compuestos Riesgo de Porcentaje Modo de accidn
fungicida activos resistencia | del mercado
(%)
» Afecta la biosintesis de
« Benomilo B-tubulina mediante la
Benzimidazol = Carbendazim Alto 38 inhibicion de sitio Uinico de
» Metil tiofanato ensamblaje de
«+ Tiabendazol microtubulos durante la
mitosis
« Contacto multisitio
« Mancozeb « Amplio espectro, no
« Maneb sistémico, contacto con
Ditiocarbamato s Nabam Bajo 6,5 accion proteciora, actia
» Tiram interrumpiendo el
* Zineb metabolismo lipidico y la
respiracion
« Contacto multisitio
= Captafol « Reactivo tiol no especlfico
Ftalimida e Captan Bajo 4.2 con accion protectora y
o Folpet curativa que funciona
inhibiendo la respiracion
(b)
Fungicida Utilizado por Concentracion ICso
{ug/mI] [ug/mi]
Tiabendazol Warringer y col., 2011 257180 -
Fai y Grant, 2009 3-200 134,9
Maneb Fai y Grant, 2009 0,2-100 1,8
Captan Fai y Grant, 2009 0,01-100 58

ICsp = Concentracion a ia que ocurre un 50% de inhibicidn del crecimiento

{c}

Nombre Nombre IUPAC Nombre quimico Férmula empirica
comercial alternativo
Tiabendazol 2-{4-Tiazalil)benzimidazol CioH7NaS

Manganeso
Maneb etilenebis(ditiocarbamato) [CaHeMnN2S4],
(3aR:7aS)2|(triclorometil)sulfani}- | N-(triclorometiltio)ciclohex-
Captan 3a4,7;7axtetrahit Hiisdindol- 4-ene-1,2-dicarboximida CoHsCIsNO2S
1,3(2H)-diona
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Figura 6. Formulas estructurales de los fungicidas seleccionados. Los tres fungicidas utilizados
presentan estructuras quimicas diferenfes entre si. Para el caso del maneb se muestra el mondémero, dado
que quimicamente corresponde a un complejo polimérico de manganeso con el ligando anidnico
etilenbis(ditiocarbamato). Las imagenes corresponden a las que se encuentran a disposicion en la pagina
web de Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com), empresa donde los fungicidas fueron adquiridos.
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3.2. Estandarizacion de un método cuantitativo para evaluar diferencias

fenotipicas

3.2.1. Determinacion de las condiciones 6ptimas de microcultivo

La fenotipificacién corresponde a un proceso fundamental para realizar un
mapeo por ligamiento de QTLs (regiones del genoma que contienen uno o mas genes
que afectan a la variacién en un rasgo cuantitativo) en S. cerevisiae, dada la necesidad
de contar con valores fenotipicos para cada segregante de la poblacién en estudio.
Una vez determinados los fungicidas a ser utilizados, se abordé la necesidad de
disponer de una metodologia que permita realizar dicho procedimiento en una gran
cantidad de segregantes. Para ello, se estandarizd una técnica de fenotipificacién
mediante un método de microcuitivo (modificado de Warringer y Blomberg, 2003) en
placas de 96 pocillos, en que en cada pocillo se crece un individuo en 200 ul de medio.
El primer paso fue determinar condiciones optimas para realizar el microcultivo; a

continuacion se detalla, para cada parameiro ajustado, los resultados obtenidos:

¢ Tiempo e intervalo de medicion: Se determind como tiempo maximo de
incubacién 72 h dado que para este tiempo todas las cepas,
independiente del medio, ya han llegado a fase estacionaria. Aquellas
cepas que para este tiempo aln se mantenian en fase lag se les
considerd sin crecimiento. Se decidid ademas realizar mediciones cada
20 min para obtener curvas de alta resolucion con una mayor densidad
de datos que asegurara tener una regresion de datos confiable en el
posterior tratamiento de datos (Warringer y Blomberg, 2003).

» Agitacién: El poder incluir agitacién en el microcultivo es importante para

poder proveer una dispersion homogénea de las células (Warringer y
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Blomberg, 2003). El soffware permite tener agitacion constante (durante
el tiempo de incubacién) o variable (sélo antes de las mediciones y por
un tiempo determinado), y fres niveles de intensidad para la agitacion
{lenta, meda y rapida). El modo de agitacion es importante debido a que,
de no encontrarse una combinacidn adecuada, pueden obtenerse
curvas de crecimiento atipicas y no reproducibles. Para determinar la
agitacion con la que se obfuvieran mejores resultados se ensayé una
serie de combinaciones: sin agitacion, lenta constante, media por 10 s,
media por 30 s, media por 45 s, rapida por 1 min y rapida por 2 min (los
procedimientos de agitacién indicados se aplicaron justo antes de la
medicién). A partir de estos ensayos, se observé que cualquiera fuera la
combinacion realizada la agitacién causaba un agrupamiento disparejo
de las células, las cuales se acumulaban hacia la periferia de los
pocilios, no pudiendo obienerse curvas consistentes con el crecimiento
obtenido (resultados no mostrados). En base a estos resultados se
decidié trabajar sin agitacion, con lo cual las células decantan
agrupandose de forma pareja en el fondo de los pocillos, obteniéndose

de esta forma curvas de crecimiento sobre las cuales trabajar.

3.2.2. Desarrollo de un protocolo de tratamiento de datos para obtener
parametros asociados al crecimiento
Tras la obtencion de curvas de crecimiento fue necesario disponer de un
protocolo de tratamiento de datos que permitiera obtener valores fenotipicos de forma
rapida y eficiente. Para ello se realizé un analisis de datos utilizando el software

Gene5™. Los datos obtenidos fueron importados a Microsoft Excel para poder
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posteriormente utilizarlos en GraphPad Prism (software comercial cientifico disefiado
para realizar estadistica y graficos en 2D), en donde se les aplicd una regresion
sigmoidea (Sigmoideal dose-response(variable sfope)) con interpolacion de datos
{Motulsky, 2007), a partir de la cual se obtienen tanto los valores maximo y minimo de
la curva como también los valores de primeras y segundas derivadas en cada punto.
De dicha regresion se determiné para cada cepa en estudio tres parametros asociados
al crecimiento, llamados eficiencia, adaptacion 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 adaptacién al
inverso del tiempo en que la segunda derivada es maxima, y la velocidad maxima a la
maxima primera derivada; la adaptacion se define como el inverso del tiempo para que

mantenga la misma direccionalidad de los ofros parametros.

Una vez obtenidos los valores para los fres parametros asociados al
crecimiento para cada cepa, tanto en condicién con tratamiento como control, se siguid
un tratamiento de datos modificado del trabajo de Warringer y col. (2003), el cual se
muestra en las ecuaciones (3) y (4). Cada valor x;; obtenido para la cepa i, parametro j,
condicion & (tratamiento o control) fue normalizado al calcular su cociente con el valor
¥4 de su respectivo normalizador (promedio entre las tres réplicas s 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 ofro, que pueda causar una leve diferencia de temperatura en
el equipo). Luego se promediaron los valores obtenidos para las dos réplicas » del
experimento, y se calculd el logaritmo en base dos de dichos promedios para

normalizar las distribuciones y disminuir la dispersién de los datos, obteniéndose asi
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los valores de LSCy; (coeficientes logaritmicos de cepa). Finalmente, se restaron los
valores de la condicion control a los de la condicién con tratamiento para cada cepa i
para asi obtener valores fenotipicos que reflejen diferencias entre las cepas
Unicamente debidas al tratamiento (y no a las condiciones experimentales utilizadas),
los cuales corresponde a los valores de LPI; (indices logaritmicos fenotipicos).
Aquellas cepas que no presentaron crecimiento en alguna de las dos réplicas se les
asignd, para cada fenotipo, el minimo valor encontrado para el fenotipo en cuestion

considerando como referencia las cepas con el menor crecimiento.

3
r=l (ve),
=1
3

LSC,, =log, = == [{3)

i

LPI, = LSC,

i (tratamiento) ~

L S Cij (controt) (4)

En base a la optimizacién de este procedimiento se logré la obtencion de
valores fenotipicos para los tres parametros asociados al crecimiento en estudio de
forma eficiente para un gran numero de cepas, método utilizado para la posterior
fenotipificacion de poblaciones recombinantes de S. cerevisiae tratadas con los

fungicidas seleccionados.
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Figura 7. Esquema de obtencién de parametros asociados al crecimiento. (a) Los tres parametros
asociados al crecimiento que se obtienen desde las curvas de crecimiento corresponden a la eficiencia
(diferencia entre la OD maxima y la OD minima), la adaptacién (inverso del tiempo en que la segunda
derivada es maxima) y la velocidad maxima (maxima primera derivada). (b-e) Ejemplo de las curvas
obtenidas al realizar la regresién sigmoidea empleada: (b) datos crudos, (c) curva tras la regresion
sigmoidea, (d) curva de los valores de primeras derivadas en funcién del tiempo y (e) curva de los valores
de segundas derivadas en funcion del tiempo. En cada curva, los puntos azules indican las OD minima y
maxima, el punto rojo la maxima segunda derivada, y el punto verde la maxima primera derivada.
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3.3. Evaluacion de resistencia a fungicidas en cepas parentales

3.3.1. Determinacién de diferencias de resistencia enifre las cepas
parentales a los fungicidas seleccionados
Para determinar conceniraciones 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 $288c. En principio se evaluaron para [os fungicidas
concentraciones en el rango de 0,1, 1, 10 y 100 pg/ml, las cuales se encuentran dentro
de los rangos utilizados en estudio previos (Fai y Grant, 2009). Posteriormente se
evalud para cada fungicida otras concentraciones buscando maximizar las diferencias

de crecimiento enire 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 pg/ml para maneb, y de 15 y 20 pg/ml para captan.
Como se observa, la concentracién dptima para tiabendazol es un orden de magnitud
mayor que aquellas para maneb y captan. Ademas de lo anterior, se determiné 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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E - - 3
WE WE
WA WA
SA SA
NA NA

YPD+DMSO (5%)
(control) (control)
S288c
WE
WA
SA
NA
Tiabendazol Tiabendazol
200 pg/ml 250 pg/ml
$288c S288c
WE WE
WA WA
SA SA
NA NA
Maneb Maneb
8 pg/ml 10 pg/ml
S288¢c S288¢c
WE WE
WA WA
SA SA
NA NA
Captan Captan
15 pg/ml 20 pg/ml

Figura 8. Resistencia a fungicidas de cepas parentales. Para cada placa las diluciones seriadas de
células de levadura se encuentran de izquierda (mayor concentracion de células) a derecha (menor
concentracion de células), 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 cantidades de DMSO utilizadas no afectan el crecimiento

Dado que la utilizacion de DMSO puede afectar el crecimiento de S. cerevisiae,
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 concentracion en que fue utilizado, la cual
corresponde a un 5% (que es la ocupada en la placa de tiabendazol 250 pg/ml),
observandose que no causa diferencia de crecimiento entre las cepas parentales
evaluadas (figura 8). En base a estos resultados, se decidid realizar los controles en

medio sin DMSQO.

3.3.3. Las concentraciones seleccionadas varian entre experimentos en
medio sélido y microcultivo

En el caso del microcultivo se decidié trabajar sélo con una concentracidon de
cada fungicida, partiendo por conceniraciones similares a las obtenidas en medio
solido. Sin embargo, para maneb y en especial para captan, las concentraciones
utilizadas resultaron ser limitantes para el crecimiento, por lo cual fue necesario
ajustarlas independientemente, escogiéndose finaimente concentraciones de 200 ug/ml
para tiabendazol, 4 pg/ml para maneb, y 0,4 ug/ml para captan. En la tabla 2 se
resumen los resultados obtenidos para la evaluacion 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 funcién de presentar las cepas parentales
respectivas [a mayor diferencia de crecimiento entre ellas para cada uno de Iso

fungicidas en estudio.
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Tabla 2. Resumen los principales resultados obtenidos para la evaluacién

fungicidas en cepas parentales.

de resisfencia a

Fungicida Concentraciones Concentracién Cepa(s) mas Cruce a ser
utilizadas en utilizada en resistente(s) evaluado
medio sélido mictrocultivo

[Hg/mi] [ng/mi]
Tiabendazo] 200 200 WE WAXNA
250 NA
Maneb 8 4 SA WEXSA
10
Captan 15 0,4 SA WEXSA
20 NA
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3.4, Fenotipificaciones en medio sélido para poblaciones recomhinantes

Para realizar el mapeo por ligamiento de QTLs es imprescindible contar para el
fenotipo en estudio con valores fenotipicos para cada segregante de la poblacion
evaluada. Con el objetivo de obtener valores fenotipicos para las poblaciones
recombinantes se evaluaron las poblaciones completas seleccionadas anteriormente,
WAXNA (83 segregantes) para tiabendazol y WEXSA (26 segregantes) para maneb y
captan, a las dos concentraciones determinadas para cada fungicida. Esta primera
fenotipificacion se realizé en medio sdlido, como un método alternativo a Ia
fenotipificacion en microcultivo antes estandarizada, dado que tiene la ventaja de ser
un screening semi-cuantitativo mas rapido que permite tener una primera aproximacion
de forma simple, permitiendo ademas comparar posteriormente las diferencias en los
resultados que se puedan obtener al utilizar los dos metodos distintos de
fenotipificacion. En cada caso, se observaron diferencias de resistencia dentro de las
poblaciones, encontrandose cepas que no presentan crecimiento y otras que presentan

crecimientos similares al control (figura 9).

Lo anterior se corrobora al observar la figura 10, en la cual también es posible
observar una distribucién de los segregantes del tipo continua, sugiriendo que la
resistencia a estos fungicidas corresponde a un rasgo poligénico. Al comparar las
varianzas poblacionales obtenidas mediante una prueba F (tabla 3), éstas resuitan ser
significativamente mayores a mayor concentracion evaluada para tiabendazol (p-value
< 0,004) y para captan (p-value < 5,021e-6), pero no asi para maneb (p-value < 0,524).
Los datos obtenidos desde esta fenofipificacién en medio sdlido fueron utilizados

posteriormente para realizar el correspondiente analisis de ligamiento.
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(a) 1..12 1.
7 83 73
YPD

83
Tiabendazol Tiabendazol
(control) 200 pg/ml 250 pg/ml
) . |
96 85 96

YPD Maneb Maneb
(control) 8 pg/ml 10 pg/ml

12 1

96 8
YPD Captan Captan
(control) 15 pg/mi 20 pg/mi

Figura 9. Diferencias de resistencia a fungicidas en poblaciones recombinantes evaluadas en
medio sdlido. En cada caso se muestra una de las tres réplicas realizadas. Los segregantes se
encuentran numerados de izquierda a derecha para su identificacion: (a) cruce WAxNA con tiabendazol,
(b) cruce WExSA con maneb y (c) cruce WExSA con captan.
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Figura 10. Distribucién continua de los segregantes de poblaciones recombinantes en medio
solido. 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 pg/ml y (b) tiabendazol 250
pg/ml. (c-f) Resultados obtenidos para el cruce WExSA, para (c) maneb 8 pg/ml, (d) maneb 10 pg/ml, (e)
captan 15 pg/ml y (f) captan 20 pg/ml. Las varianzas poblacionales se muestran en cada grafico.
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Tabla 3. p-values obtenidos al comparar las varianzas poblacionales de las fenotipificaciones en
medio sélido. Las varianzas se muestran entre paréntesis, y fueron analizadas mediante una prueba F

(***, p-value < 0,001; **, p-value < 0,010; *, p-value < 0,050).

Tiabendazol
200 pg/ml
(0,007)

Tiabendazol
250 pg/ml
{0,013)

Maneb
8 pg/ml
{0,0186)

Maneb
10 pg/ml
(0,018}

Captan
156 pg/ml
{0,004)

Captan
20 pg/ml
(0,011}

Tiabendazol
200 pgiml
{0,007)

0,004**

8,708e-5***

7,808e-6**

0,035*

0,019*

Tiabendazol
250 pgfml
{0,013)

0,324

0,118

3,668e-7***

0,501

Maneb
8 pgiml
{0,016)

0,524

7,131e-10"**

0,086

Maneb
10 pg/ml
{(0,018)

1,82de-11"*

0,020*

Captan
15 pgiml
{0,004)

5,021e-6*"

Captan
20 pg/mi
(0,011}
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3.5. Fenotipificaciones en microcultivo para poblaciones recombinantes

Ademas de llevar a cabo la fenotipificacion en medio sélido como un screening
semi-cuantitativo, se llevd también a cabo la fenotipificacion en microcultivo antes
estandarizada con el objetivo de obtener valores fenotipicos para los segregantes de
dichas poblaciones. Este segundo método de fenotipificacion tiene mas precision al ser
cuantitativo y permitir generar cinéticas de crecimiento, de las cuales se pueden
obtener valores para tres parametros asociados al crecimiento (eficiencia, adaptacion y
velocidad maxima), lo cual le otorga la ventaja de ser mas informativo. Para llevar esto
a cabo, las poblaciones completas WAxXNA (83 segregantes) para tiabendazol y
WEXSA (93 segregantes) para maneb y captan fueron evaluadas a la concentracion
determinada para cada fungicida. Cabe destacar que 3 de los 96 segregantes de la
poblacion WExSA fueron descartados al azar para ubicar la cepa conirol (iriplicado de

la cepa S288c).

Al igual que para el caso de la fenotipificacién en medio sdlido, se observd una
distribucién continua en los segregantes para cada parametro de cada fungicida
evaluado (figuras 11a-c, 12a-c y 13a-¢), reafirmando que I[a resistencia a estos
fungicidas corresponde a un rasgo poligénico. Ademas, se observo que varias de las
cepas no presentaron crecimientoe en al menos una de las réplicas para cada fungicida,
eh 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 ios
parametros (figuras 11d-f, 12d-f y 13d-f) se encontré que para tiabendazol existe una
fuerte correlacién entre eficiencia y velocidad maxima (r = 0,613, p-value = 3,546e-9) y
una menor enfre adaptacidn y eficiencia (r = 0,225, p-value = 0,049), pero no entre

adaptacion y velocidad maxima (r = 0,106, p-value = 0,358). Por su parte, para maneb

43




se encontré una fuerte correlacién sélo entre eficiencia y velocidad maxima (r = 0,915,
p-value < 2,200e-16), no encontrandose entre adaptacion ni con eficiencia (r = 0,233,
p-value = 0,078) ni con velocidad maxima (r = 0,223, p-value = 0,085). Mismo caso se
obtuvo para captan, obteniéndose una fuerte correlacion sélo entre eficiencia y
velocidad maxima (r = 0,948, p-value < 2,200e-16), pero no entre adaptacion ni con
eficiencia (r = 0,139, p-value = 0,241) ni con velocidad maxima {r = 0,172, p-value =
0,147). Estos resultados sugieren una fuerte asociacién entre los parametros de

eficiencia y velocidad maxima, y una falta de asociacion entre ellos y la adaptacién.

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 parametros (eficiencia <
velocidad maxima < adaptacion), mientras que ténto para maneb (tabla 4b) como
captan (tabla 4c¢) éstas muestran diferencias significativas al comparar adaptacién con
los ofros dos parametros (siendo la varianza de la adaptacion siempre menor), pero no
asi al comparar eficiencia con velocidad maxima. Por otra parie, al analizar cada
parametro por separado es posible observar tanto para eficiencia (tabla 5a) como para
velocidad maxima (tabla 5b) que las varianzas muestran diferencias significativas entre
los tres fungicidas (tiabendazol < maneb < captan, en ambos casos), mientras que para
la adaptacion (tabla 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 asociacion existente entre los
parametros de eficiencia y velocidad maxima. Los datos obtenidos desde esta
fenotipificacién en microcultivo fueron utilizados posteriormente para realizar el

correspondiente analisis de ligamiento.
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Figura 11. Resultados obtenidos de la fenotipificacion en microcultivo de los segregantes del cruce
WAXNA crecidos en presencia de tiabendazol. (a-c) Distribucién continua de los segregantes, los
cuales fueron ordenados de menor a mayor indice fenotipico logaritmico (LPI) obtenido, para cada
parametro en estudio: (a) eficiencia, (b) adaptacion y (c) velocidad maxima. Las varianzas poblacionales
se muestran en cada grafico. (d-f) Correlaciones entre los parametros asociados al crecimiento: (d)
adaptacién en funcion de la eficiencia, (e) velocidad maxima en funcion de la eficiencia y (f) adaptacion en
funcion de la velocidad maxima. El coeficiente de correlacién de Pearson (r) se indica encuadrado en cada
grafico (***, p-value < 0,001; *, p-value < 0,050).
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Figura 12. Resultados obtenidos de la fenotipificacién en microcultivo de los segregantes del cruce
WEXSA crecidos en presencia de maneb. (a-c) Distribucién continua de los segregantes, los cuales
fueron ordenados de menor a mayor indice fenotipico logaritmico (LPI) obtenido, para cada parametro en
estudio: (a) eficiencia, (b) adaptacion y (c) velocidad méaxima. Las varianzas poblacionales se muestran en
cada grafico. (d-f) Correlaciones entre los parametros asociados al crecimiento: (d) adaptacion en funcion
de la eficiencia, (e) velocidad maxima en funcién de la eficiencia y (f) adaptacion en funcién de la velocidad
maxima. El coeficiente de correlacion de Pearson (r) se indica encuadrado en cada grafico (***, p-value <

0,001).
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Figura 13. Resultados obtenidos de la fenotipificacién en microcultivo de los segregantes del cruce
WExSA crecidos en presencia de captan. (a-c) Distribucion continua de los segregantes, los cuales
fueron ordenados de menor a mayor indice fenotipico logaritmico (LPI) obtenido, para cada parametro en
estudio: (a) eficiencia, (b) adaptacion y (c) velocidad méxima. Las varianzas poblacionales se muestran en
cada grafico. (d-f) Correlaciones entre los parametros asociados al crecimiento: (d) adaptacion en funcion
de la eficiencia, (e) velocidad maxima en funcion de la eficiencia y (f) adaptacién en funcion de la velocidad
maxima. El coeficiente de correlacion de Pearson (r) se indica encuadrado en cada grafico (***, p-value <
0,001).

47




Tabla 4. p-values obtenidos al comparar las varianzas poblacionales de las fenotipificaciones en
microcultivo para cada fungicida. Las varianzas se muestran entre paréntesis, y fueron analizadas
mediante una prueba F (***, p-value < 0,001; **, p-value < 0,010; *, p-value < 0,050). El analisis comparé
las varianzas entre los distintos parametros para cada fungicida por separado: (a) tiabendazol, (b) maneby

{c) captan.

{a}
Eficiencia Adaptacion Velocidad maxima
{0,012) {0,041) {0,023)
Eficiencia
(0,012) - 1,560e-7*** 0,005
Adaptacion
(0,041} - - 0,011
Velocidad maxima
(0,023) - - -
Eficiencia Adaptacidn Velocidad maxima
{0,482) {0,115} {0,531)
Eficiencia
{0,482) - 2,346e-7*** 0,718
Adaptacién
{0,115) - - 3,987e-8™
Velocidad maxima
{0,531) - - -
Eficiencia Adaptacién Velocidad méaxima
{1,426} {0,166) {1,287)
Eficiencia
(1,426) - <2,200e-16"" 0,665
Adaptacion
(0,168) - - 8,882e-16***
Velocidad maxima
{(1,287) - - -
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Tabla 5. p-values obtenidos al comparar las varianzas poblacionales de las fenotipificaciones en
microcultivo para cada parametro. Las varianzas se muestran entre paréntesis, y fueron analizadas
mediante una prueba F (***, p-value < 0,001; ™, p-value < 0,010; *, p-vaiue < 0,050). El analisis compard
las varianzas entre los distintos fungicidas para cada parametro por separado: (a) eficiencia, (b)

adaptacién y (c) velocidad maxima.

(a)
Tiabendazol Maneb Captan
(0,012) (0,482) (1,426)
Tiabendazol
{0,012) - <2,200e-16*** <2,200e-16"*
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-g*
Maneb
(0,115) - - 0,152
Captan
(0,166) - - }
Tiabendazol Maneb Captan
(0,023) (0,531) (1,287}
Tiabendazol
{(0,023) - <2,200e-16™ <2,200e-16™**
Maneb
(0!531) - - 0’001 ek
Captan
(1,287} - - R
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3.6. Analisis de ligamiento de las fenotipificaciones obtenidas en medio
sélido para poblaciones recombinantes
Una vez realizadas las fenotipificaciones para un grupo de segregantes, una
estrategia Util para poder determinar las regiones gendmicas que subyacen las
diferencias fenotipicas observadas para el rasgo en estudio es el realizar un mapeo por
ligamiento de QTLs. Para llevar a cabo dicho mapeo por ligamiento se utilizé el
programa R/qtl, en primera instancia con los datos de las fenotipificaciones en medio
sélido. Para tiabendazol (cruce WAXNA), se obtuvo el QTL significativo X1.322 (LOD
score 3,74) para la concentracién de 200 pg/mi, 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 [a concentracion de 8
pg/ml los QTLs significativos 11.308 (LOD score 2,86) y VI.65 (LOD score 7,22),
mientras que para la concentracién de 10 pg/ml se obtuvieron los mismos dos QTLs
(LOD 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 generéd un modelo de interaccidn entre los dos
QTLs también utilizando el programa R/gtl, no presentdndose una interaccion
significativa entre ellos, y obteniéndose que para ambas concentraciones evaluadas (8
y 10 pg/ml) explican de forma conjunta aproximadamente el 40% de la varianza
fenotipica (43,7% y 39,3%, respectivamente). De particular interés resulta el QTL V1.65
puesto que es el mas importante encontrado, explicando 30.5% y 26.8% de las
varianzas fenotipicas para cada concentracién 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 encontrd tanto para la concentracion de
15 pg/ml como de 20 pg/ml nuevamente el QTL significativo VI.85 (LOD scores 6,08 y
11,13, respectivamente) antes encontrado para maneb, el cual explica respectivamente
29,7% y 49,9% de la varianza fenotipica (figura 14c y tabla 6c), sugiriendo que en
dicha regién gendémica se encuentra un gen de efecto mayor respecto a la resistencia
tanto a maneb como a captan. Adicionalmente, se obtuvo el QTL marginalmente
significativo 1V.902 (LOD score 2,42), explicando una menor varianza (3,7%). Al igual
que para el caso de los QTLs encontrados para maneb, no se encontrd una interaccion

significativa enire estos dos QTLs (tabla 6c).

Ademas de realizar los andlisis a las fenotipificaciones respectivas, también se le
realizé a los datos 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 encontrados se deben sélo al tratamiento con los respectivos fungicidas y no a

las condiciones experimentales de la fenotipificacion en medio sélido.

51



(@)

2,83

12
10
@ 8
S
¥ o
Q
O
]
4
3 !
0 “{-::nn lll-n.-llllllllllllllII‘;:IIII“!UII.:II‘;IIII! lllllllll‘l‘ll;ll‘llllll!u':lli!l ITETRTaNhSE xu}l T jll]llllill-.l‘..ITT‘Il-l-l-;-l uuulnauiun R
1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 1" 12 13 14 15 16
Cromosoma
(b)
12
10
@ 8 7
S
g
=]
o
pax |
0 = CINEEN] lII.’_‘I;u"I"lII ll]l]lll.ll.illlll.lllll l’III II]]I;‘IIII![II ..IIII'“II;|FIII Illll_irl;. 11 II.I;‘II 118 1) Illillll. 1l ;'!‘ ALl Illlllllllll 1 llllllll
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15 16
Cromosoma
(c)
12
10
@ 8
2
w -
a 6
]
=
0 I l‘.' LiLl I‘Ill:'l'l\-]]llllllIll‘ll‘lllllll]!l..ll‘lu“‘ ITNTNEENT NEETE l-‘l"llllllll"l Ill‘l‘lll-l‘ I]lll“"] illl]illll“ll‘lll“"l'li ISR TN NI
T I T 1 T T T T 1 T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15 16
Cromosoma

Figura 14. Grafico de LOD score en funcién de la posicion en el genoma para los andlisis de
ligamiento de fenotipificaciones en medio sélido. (a) Tiabendazol 200 pg/ml (naranjo) y 250 pg/ml
(morado). Las lineas punteadas corresponden a los LOD scores de corte de 2,83 (p-value < 0,050), 2,38
(p-value < 0,150) y 1,77 (p-value < 0,500). (b) Maneb 8 pg/ml (naranjo) y 10 pg/ml (morado). Las lineas
punteadas corresponden a los LOD scores de corte de 2,78 (p-value < 0,050), 2,37 (p-value < 0,150) y
1,78 (p-value < 0,500). (c) Captan 15 pg/ml (naranjo) y 20 ug/ml (morado). Las lineas punteadas
corresponden a los LOD scores de corte de 2,89 (p-value < 0,050), 2,42 (p-value < 0,150) y 1,77 (p-value

< 0,500).

52



Tahla 6. Resultados obtenidos del andlisis de ligamiento para las fenotipificaciones realizadas en
medio sélido. {a) Tiabendazol. (b) Maneb. (c) Captan.

{a)
Concentracién | Elemento Posicién LOD p-value Varianza
[ugimi] del score fenotipica
modelo explicada (%)
200 Q1 X1.322 3,74 0,005 7.8
250 - - - - -
(b}
Concentracién | Elemento Posicion LOD p-value Varianza
[g/mi] del score fenotipica
modelo explicada (%)
8 Q1 11.308 2,86 0,040 8,7
Q2 V1.65 7,22 0,000 30,5
Modelo Q1+Q2 - - 43,7
10 Q1 11.308 247 0,119 9,2
Q2 VI.65 6,84 0,000 26,8
Modelo Q1+ Q2 - - 39,3
{c)
Concentracion | Elemento Posicién LOD p-value Varianza
[ng/mi] del score fenotipica
modelo explicada {%)
15 Q1 VI.65 6,06 0,000 20,7
20 Q1 1v.902 2,42 0,150 37
Q2 V.65 11,13 0,000 49,9
Modelo Q1 +Q2 - - 58,5
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Figura 15. Grafico de LOD score en funcién de la posicién en el genoma para los controles en
medio sélido. (a) Cruce WAxNA: Las lineas punteadas corresponden a los LOD scores de corte de 2,75
(0 < 0,15), 2,35 (p-value < 0,150) y 1,77 (p-value < 0,500). (b) Cruce WExSA: Las lineas punteadas
corresponden a los LOD scores de corte de 2,75 (p-value < 0,050), 2,34 (p-value < 0,150) y 1,74 (p-value
< 0,500).
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3.7. Analisis de ligamiento de las fenotipificaciones obtenidas en
microcuitivo para poblaciones recombinantes

Al momento de realizar las fenotipificaciones se dispuso de dos métodos distintos,
medio sdlido y microcultivo, debido a que mientras el primero se utilizé como un
screening semi-cuantitativo mas rapido para obtener una primera aproximacion de
forma simple, el segundo es el método de interés por ser cuantitativo y mas preciso, lo
cual aumenta [a resolucién al momento de determinar regiones genémicas asociadas a
los rasgos en estudio. Dado lo anterior, una pregunta por responder es si los QTLs
encontrados realizando los analisis de ligamiento sobre los datos de las distintas
fenotipificaciones son los mismos o bien son distintos, para cada uno de los fungicidas
evaluados. Por ende, y al igual que para el caso del analisis de ligamiento con los
datos de las fenotipificaciones en medio sélido, se llevd a cabo el mapeo por ligamiento
utilizando el programa R/qtl, esta vez utilizando los datos obtenidos de las
fenotipificaciones en microcultivo. Para tiabendazol (cruce WAxNA) no se encontro
ningun QTL significativo (figura 16a), distinto al caso en medio soélido donde se

identificé el QTL X1.322.

Por 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 solido.
Sin embargo, se obtuvieron otros QTLs anteriormente no identificados (algunos
marginalmente significativos}), como son VI1.331 (LOD score §5,32) y X.725 (LOD score
2,82) para el parametro de eficiencia; VI.196 (LOD score 2,42), VII.518 (LOD score
5,35) y XINi.875 (LOD score 2,75) para el parametro de adaptacion; y VI.196 (LOD
score 3,08) y VII.331 (LOD score 5,00) para el parametro de velocidad maxima. Debido
a que los QTLs VI.65 y VI.196 se encueniran muy cercanos fisicamente en el
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cromosoma VI, existe la posibilidad de que estos se encuentren ligados, y que por ello
el software identifique éste segundo QTL y no el primero. Para evaluar dicha
posibilidad, y también utilizando R/qtl, se evalué el ligamiento y la asociacion entre los
marcadores existentes en el cromosoma VI (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 QTLs (fraccion de
recombinacién de 0,198), encontrdndose asociados de forma estrecha (LOD score
8,16), por 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 ofro lado, y de igual manera que para el andlisis de ligamiento de
fenotipificaciones en medio solido, se determiné la existencia de interacciones entre los
QTLs encontrados y los respectivos porcentajes de varianza fenotipica explicada por
cada uno de ellos, encontrandose en esta ocasion casos de interaccién entre pares de
QTLs que explican bajos porcentajes de varianza fenotipica: dos para velocidad
maxima (6,3% y 3,4%), y uno para adaptacion (3,8%) (tabla 7a). Por su parte, los
modelos de interaccién generados para cada parametro explican 34,8% (eficiencia),
50,3% (adaptacion) y 38,6% (velocidad maxima) de la varianza fenotipica observada

en cada caso.

Finalmente, para captan (cruce WExSA) en microcultivo no se encontré el QTL
IV.902 previamente identificado en medio sélido (figura 16¢ y la tabla 7b). Por su parte,
el QTL VI.65 previamente identificado en medio sdlido aparece nuevamente para los
pardmetros de eficiencia (LOD score 5,23), adaptacion (LOD score 3,70) y velocidad

maxima {LOD score 5,70), confirmando su importancia antes vista en el caso de los
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experimentos en medio sdlido, explicando porcentajes de varianza fenotipica de
23,4%, 8,3% y 22,9%, respectivamente (tabla 7b). También se encontraron otros QTLs
no observados en medio sélido (algunos marginalmente significativos), como son para
los parametros de eficiencia y velocidad maxima los QTLs 11.469 (LOD scores 2,75 y
2,73, respectivamente) y X.B69 (LOD scores 3,16 y 3,48, respectivamente), y para el
parametro de adaptacion los QTLs X.465 (LOD score 2,68) y ViI.526 (LOD score 3,47).
Este Ultimo también fue encontrado para el mismo pardmetro en el caso del maneb en
microcultivo. Sobre las interacciones encontradas, sélo se hallé 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 parametro
explican 40,1% (eficiencia), 32,6% (adaptacién) y 41,6% (velocidad méxima) de la

varianza fenotipica observada en cada caso.

De la misma manera que para el analisis de fenotipificaciones en medio sélido,
también se realizd 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 caso del
cruce WAxNA no se obiuvo ninguna regidn sobre los limites de significancia (figura
18a), para el cruce WEXxSA si se observan QTLs significativos (figura 18b). Estos QTLs
corresponden a VI1.65 (LOD score 3,50) para eficiencia, VI1.331 (LOD score 3,38) para
adaptacion, y VIil.516 (LOD score 4,76) y VI.65 (LOD score 4,16) para velocidad
maxima, los cuales coinciden con algunos de los observados con los tratamientos de
maneb y captan, aunque comparativamente tienen LOD scores menores que ellos.
Estos resultados sugieren que estos QTLs podrian estar implicados tanto en fenotipos

de crecimiento como de resistencia a los fungicidas evaluados.
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i Figura 16. Grafico de LOD score en funcién de la posicion en el genoma para los analisis de
ligamiento de fenotipificaciones en microcultivo. Los tres parametros asociados al crecimiento,
eficiencia (azul), adaptacién (rojo) y velocidad maxima (verde), se muestran para el tratamiento con cada
fungicida: (a) Tiabendazol: Las lineas punteadas corresponden a los LOD scores de corte de 2,86 (0 <
0,05), 2,36 (p-value < 0,150) y 1,76 (p-value < 0,500). (b) Maneb: Las lineas punteadas corresponden a los
LOD scores de corte de 2,85 (p-value < 0,050), 2,36 (p-value < 0,150) y 1,78 (p-value < 0,500). (c) Captan:
Las lineas punteadas corresponden a los LOD scores de corte de 2,79 (p-value < 0,050), 2,38 (p-value <

0,150) y 1,77 (p-value < 0,500).
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Tabla 7. Resultados obtenidos del anélisis de ligamiento para las fenotipificaciones realizadas en
microcultivo. (a) Maneb. (b} Captan.

{a)
Parametro Elemento Posicién LOD p-value Varianza
del score fenotipica
modelo explicada {%)
Eficiencia M VIIL331 5,32 0,000 20,3
Q2 X.725 2,82 0,067 6,6
Modelo Q1+0Q2 - - 34,8
Adaptacién Q1 V1.198 2,42 0,134 11,7
Q2 ViL.516 5,35 0,000 23,8
Q3 XI1.875 2,75 0,066 23,0
Interaccion Q1:.Q3 - - 6,3
Interaccién Q2:Q3 - - 34
Modelo Q1 +Q2+Q3+Q1:Q3 + Q2:Q3 - - 50,3
Velocidad Q1 V1196 3,08 0,037 13,5
maxima Q2 VIL.331 5,00 0,001 23,4
Interaccion Q1:Q2 - - 3.8
Modelo Q1 +Q2+Q1Q2 - - 38,6
{b)
Parametro Elemento Posicidn LOD p-value Varianza
del score fenotipica
modelo explicada (%)
Eficiencia Q1 11.469 2,75 0,081 7.0
Q2 V165 523 0,000 234
Q3 X.669 3,16 0,025 9,3
Interaccién Q2:Q3 - - 3.1
Modelo Q1+ Q2+ Q3 +Q2:Q3 - - 40,2
Adaptacién Q1 VI.B5 3,70 0,006 83
Q2 VIL518 3,47 0,011 14,8
Q3 X.465 2,68 0,066 35
Modelo Q1+Q2+Q3 - - 32,6
Velocidad Q1 (1469 2,73 0,069 11,4
maxima Q2 Vi.B65 5,70 0,000 229
Q3 X.669 3,48 0,008 6,0
Modelo Qi +Q2+Q3 - - 41,6
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VI.239
V1.196
VI1.153
V1.93
VI.65

VI.36

VI.36 VI.65 V1L.93 VI.153 VI.196 V1.239

Figura 17. Ligamiento y asociacion entre los marcadores presentes en el cromosoma VI. Las
fracciones de recombinacion estimadas se muestran sobre la diagonal, y los LOD 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 fraccion de recombinacion, o alto LOD score), mientras que el
celeste indica pares que no estan ligados (alta fraccién de recombinacién, o bajo LOD score). Los valores
de ligamiento y asociacion entre los marcadores VI.65 y VI.196 se encuentran marcados dentro de
rectangulos negros.
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Figura 18. Grafico de LOD score en funcion de la posicion en el genoma para los controles en
microcultivo. Los tres parametros asociados al crecimiento, eficiencia (azul), adaptacién (rojo) y velocidad
maxima (verde), se muestran para cada condicién control: (a) Cruce WAxNA: Las lineas punteadas
corresponden a los LOD scores de corte de 2,77 (p-value < 0,050), 2,36 (p-value < 0,150) y 1,77 (p-value
< 0,500). (b) Cruce WEXSA: Las lineas punteadas corresponden a los LOD scores de corte de 2,89 (p-
value < 0,050), 2,39 (p-value < 0,150) y 1,77 (p-value < 0,500).
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3.8. ldentificaciéon y validacién del gen RIM75 como uno de los genes

involucrados en la resistencia a maneb y captan

3.8.1. Comprobacion de la vinculacion existente entre el QTL VL.65 con

los fenotipos en estudio

Tras los analisis de ligamiento realizados, en los cuales se encontré 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 sdlido como microcultivo. Este QTL (V1.65) presentd en medio sélido para
maneb LOD scores de 7,22 (8 pg/ml) y 6,84 (10 yg/ml), y para captan de 6,06 (15
pg/ml) y 11,13 (20 pg/ml), mientras que en microcultivo para captan de 5,23
(eficiencia), 3,70 (adaptacién) y 5,70 (velocidad maxima). Antes de identificar genes
candidatos dentro de este QTL, fue necesario comprobar [a vinculacidn existente entre
el marcador ligado al QTL, el cual corresponde al locus YFLO34W, y los fenotipos en
estudio (resistencia a ambos fungicidas).

Para realizar dicha comprobacién se utilizaron valores fenotipicos (LPI)
obtenidos de la fenotipificacién en medio sélido (figura 19), a los cuales se les realizd
una prueba t de Student para determinar si existia una diferencia significativa entre los
promedios de LPI de segregantes que portan el alelo resistente (SA) y segregantes
que portan el alelo sensible (WE). Realizado este analisis se encontré una diferencia
significativa (p-value = 2,364e-11) para dichos promedios, comprobandose de esta
forma la existencia de la relacion entre la resistencia al fungicida de los segregantes en

medio sdlido, y el alelo que portan.
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Figura 19. Vinculacién entre el QTL VI.65 y los fenotipos en estudio. (a) Alelos presentes para el
marcador YFLO34W en cada uno de los segregantes del cruce WExSA. Las placas corresponden a un
experimento con maneb 10 pg/ml, y en ellas se marcan los segregantes que poseen el alelo WE (n = 48,
azul) y SA (n = 48, rojo). (b) Effect plot en que se grafican los indices fenotipicos (PI) en funcién del
genotipo para los segregantes de las fotos mostradas en (a). Las barras indican el promedio + error
estandar. Se encontré una diferencia significativa entre los promedios (***, p-value < 0,001; prueba t de
Student no pareada).
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3.8.2. Identificacién de genes candidatos en el QTL VI.65

Ya comprobada la participacion del QTL VI.65 en la resistencia a maneb y
captan, se estudi¢ la regién gendmica adyacente al marcador YFLO34W para asi poder
identificar posibles genes candidatos dentro de dicho QTL. Debido a que los
marcadores mas cercanos, YFLO49W (VI.36) e YFL022C (VI1.93), se encuentran cada
uno a aproximadamente a 30 kb de distancia del marcador YFLO34W, se decidio
acotar [a blisqueda a una distancia media a cada uno de ellos (esto es, 15 kb hacia
cada lado del cromosoma) desde la posicion V1.65 (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 region de 30 kb estudiada. En [a mayoria de las secuencias
nucleotidicas estudiadas se enconfraron mutaciones, las cuales en general
correspondfan 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 RIM15 (YFLO33C), para el
cual se observa que el alelo WE presenta una insercién de dos pares de bases en
comparacion al alelo SA (g.463-464insCA)}, lo que causa un corrimiento en el marco de
lectura y la subsecuente existencia de un codén de término prematuro, produciendo
una proteina trunca (figura 21). Debido a esta diferencia entre los productos proteicos
del gen RIM15 para las dos cepas en estudio es que se eligié este gen como candidato

de ser el locus responsable del QTL VI.65.
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(a)

50K 52K 54K 56K 58K 60K 62 K 64 K
Genes
FET5 RPO41

NP_116612.1 NM_001179930.1 NP_116617.

YFLO40W RUF21
NM_001179925 T )l NP_116613.1 RUF21 NM_001179932

ACT1 MOB2
NP_116614.1 @~ NM_001179927.1 NP_116618.1 NM_(
TUB2 RPL22B
NM_001179929.1 NP_116616.1 NP_116619.1 [l
YPT1
NP_116615.1 [l NM_001179928.1

b)

66K 68K [OK  _ [2K [4K___ [16K  [78K _  [8OK_

RIM15

1 NP_116620.1 NM_001179933.1  NP_444296.1

YFLO34W AGX1
2 NP_116583.2 NM_001179936.1 NP_116623.1

CAK1
J01179931.1 NP_116624.1 [NM_001179937.1
228 CAF16
NM_001184310.1 NP_116625.1
HAC1
NM_001179935.1 - NP_116622.1

Figura 20. Determinacién de genes candidatos para el QTL VI.65. Los genes candidatos estudiados
corresponden a aquellos presentes a una distancia de la posicién VI.65 de (a) 15 kb hacia el inicio del
cromosoma (V1.50) y (b) 15 kb hacia el final del cromosoma (V1.80). Las imagenes fueron obtenidas desde
el sitio web de la NCBI (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/850510).
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Tabla 8. Diferencias encontradas entre secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de las cepas SA 'y
WE. Las secuencias de los loci YFLO34C-A (RPL22B) e YFL0O34C-B {MOB2) no fueron analizadas debido
a que no se disponia de sus secuencias nucleotidicas completas. Para el locus YFLO33C (RIM15) se
muestran sdlo las mutaciones previas al coddn de término prematuro que se genera en e} alelo WE. El
criterio para determinar si las sustituciones son o no conservativas es el mismo que el entregado por el

software ClustalOmega, basado en [a utilizacidon de una tabla Blosum62 {Nelson y Cox, 2006).

Locus

Diferencias entre secuencias

nucleotidicas (SA>WE)

Diferencias entre secuencias

aminoacidicas (SA>WE)

YFLO28C
(CAF16)

Mutaciones silenciosas:
e 0.54A>G

e g 111A>T

e 0.576G>A

e 0.699T>C

Sin diferencias de secuencia

YFLO28C
{CAKT)

Mutaciones con cambio de sentido:

* g.769A>G

Mutaciones silenciosas:
s g.549T>A

* g.855A>G

s 0.918C>T

= g.1093C>T

Sustituciones conservativas:
o N257D

YFLO30W
(AGXT)

Mutaciones silenciosas:
s 0.36C>T

+ 9.162T>C

e . 177T>G

s 0.426A>G

s g.510G>A

+ 0.1098T>C

Sin diferencias de secuencia

YFLO31W
(HACT)

Mutaciones con cambio de sentido:

» 9.268G>A
« 0.358A>G

Mutaciones silenciosas:
e 0.219T>C
e g.285C>T
s g.336C>T

Sustituciones conservativas:
« EQOK
s T120A

YFLO33C
(RIM15)

Mutaciones con cambio de sentido:

e 9.154T>C
o g.155T>C
. 0.392G>A
v 9.393C>T

Mutaciones silenciosas:
* 0.273T>C
» 9.384T>C
* g 447A>G

Inserciones/deleciones:
» g.463-464insCA

Sustituciones no conservativas:
s |52P

Sustituciones conservativas:
» S131N

Deleciones:
+ V165_H1780del {proteina trunca)

YFLO35W
(RPO41)

Mutaciones con cambio de sentido:

. 0.1453G>A
e 0.2320T>A
* 0.3925G>C

Sustituciones conservativas:
+ (34858

o STTTT

» V1309L

(continiia en pagina siguiente)
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Locus

Diferencias entre secuencias
nucleotidicas (SA>WE)

Diferencias entre secuencias
aminoacidicas (SA>WE)

YFLO35W
(RPO4T)

Mutaciones silenciosas:
e 0.168A>G
s g.171A>G
e 0.213T>C
+ q.1030C>A
e 0.1230A>G
e g.1437G>A
* g.1493G>A
e 0.2229G>T
s 0.2433A>G
e .2445T>C
e 0.2638C>T
e (.2829C>T
e 0.2841C>T
¢ g.2905C>T
e g.2913A>G
s 0.4049C>T

YFLO37W
(TUB2)

Mutaciones con cambio de sentido:
e g.1337A>G

Sustituciones conservativas:
« Q446R

YFLO38C
(YPTT)

Mutaciones silenciosas:
¢ 0.393G>T

Sin diferencias de secuencia

YFL039C
(ACT1)

Sin diferencias de secuencia

Sin diferencias de secuencia

YFLO4AOW

Mutaciones con cambio de sentido:
¢ g.1307>C

e g.254G>A

e g.675A>T

« 9.1489G>A

Mutaciones silenciosas:
e 0.399G>A

» g.432T>C

s 9.621A>G

+ g.1074C>T

» g.1209T>C

s 0.1389G>A

Sustituciones no conservativas:
e S44P
e C85Y

Suslituciones conservativas:
s E225D
s G497S

YFLO41W
(FETS)

Mutaciones con cambio de sentido:
» g.43G>A

» g.688G>A

e g.1276A>G

o g.1342A>G

» g.1387C>T

s 0.1607G>A

Mutaciones silenciosas:
s .637>C

e 0.222T>A

s 0.243T>C

* g.315C>T

* g.681T>C

e .825T>C

* g.999G>A

® 0.1272C>T

s g.1419G>C

Sustituciones conservativas:
V15]

D230N

N426D

N448D

L463F

Sustituciones no conservativas:
= 3536D




(a)

SA 421 ACGACCTTCCAAGCACGTGGTATCTTAAT CAGGEATGECCACA-—-CACAGTTGCCCTCTC 480
WE 421 ACGACCTTGGAAGCACGTGGTATCTTGATCAGCCATGCCCACACACACAGTTGCCCTCTC 478

e ke ok e ke ke ok ok e ok ok ke ok e ok ke ke ok R e ke e b e sk ok de ok e e e e e ok ke ok e o e ok e ke ok ok e ok ok g ok R

SA 481 ACACGATGTGGATAGTCAARGCCTCGCACAAACGACTGGTCAGACTTTTATGCCAACGAAG 540

WE 479 ACACGATGTGGATAGTTAAGCCTCGCACAAACGACTGGTCAGACTTTTATGCCAACGAAG 538
ok ek ook ok ke ok e ke ok ek ok ok ok ek ook o e T e ok e e ek e ke ke o ok ok ok ok e ok ek e ok ok ok ok ok e ok e ok sk ok ok e

(b)

SA 1 MFNRSNTAGGSQAMKEGLGINKLSPISSNSNPSSLTSSNYEKYLQLATEKNLCMILELEL 60

WE 1 MFNRSNTAGGSQAMKEGLGINKLSPISSNSNPSSLTSSNYEKYLOLATEKNFCMILELEL 60
dkkkkdhkdkdkkhhkkdkkkkhkk bk khhkhk kR ok hknhkhak kb khhhahhhhkh hkdkdhhdhk

Sa 119 DGXVRYGSPOWNTITGVADDSGSSPTYIADLILGSDQDKGVFQKATDMLLMNDDTSCTIT 120

WE 113 DGRVRYGSPOWNTITGVADDSGSSPTYIADLILGSDODKGVFOKATDMLEMNDDTSCTIT 120
B S L L LR R e L T e T T )

SA 121 FKIKAADYEGSAGCDDESTITTLEARGILIRDGHTQLPSHTMWIVKPRTNDWSDEYANED 180

WE 121 FKIKAADYEGNAGCDDESTITTLEARGILIRDGHTHSCPLTRCG———————————————— 164

**********-************************: *

Figura 21. Alineamiento de secuencias de RIM15 y Rim15p. (a) Alineamiento de secuencias
nucleotidicas del gen RIM15. En azul se muestra la zona en donde se encuentra la insercién de dos
nucledtidos en el alelo WE (nucledtidos 464-665) vy el triplete de término existente en rojo. El resto de la
secuencia no presenta diferencias, resultando en un porcentaje de identidad del 98,80%. (b) Alineamienfo
de secuencias aminoacidicas de la protefna Rim15p. Se muestra la zona en que existe homologia entre
ambas proteinas. La proteina trunca de la cepa WE tiene sdlo 164 aminoacidos, mientras que la proteina
de la cepa SA tiene 1780 amincacidos. El parcentaje de identidad entre ambas es del 93,90%.
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3.8.3. Participacién del gen RIM15 en la resistencia a maneb y captan

El gen RIM15 codifica una proteina quinasa serina/treonina (Rim15p) que
participaria en [a regulacion de la division celular, proliferacion, y esporulacion en
respuesta a la disponibilidad de nutrientes (Broach, 2012). Este gen ya ha sido
encontrado anteriormente como responsable de la variacidon en otros fenotipos en
estudio (Bergstrém y col., 2014), por lo cual representa un buen candidato para ser el
locus responsable del QTL VI.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 RIM15, se evalud la existencia
de diferencias fenotipicas debidas a los distintos alelos de dicho gen presentes en cada
cepa. Para ello se realizé un analisis de hemicigosidad reciproca, en el cual se
compararon dos cepas hibridas gque solo se diferencian por el alelo presente en un
tnico locus hemicigoto, en este caso RIM75. Las cepas parentales (SA y WE), el
hibrido (CC28F) y los reciprocos hemicigotos (YJM7 e YJMB8) fueron crecidos en medio
solido en presencia de cada fungicida (maneb 10 pg/ml y captan 10 pg/ml). Como se
observa en la figura 22, el reciproco hemicigoto YJM8 (que porta sélo el alelo del
parental resistente SA) fiene un mayor nivel de resistencia a ambos fungicidas en
comparacion con el reciproco hemicigoto YJM7 {que porta sélo el alelo del parental
sensible WE). Este resultado demuestra la participacion del gen RIM715 en la
resistencia a maneb y captan, debido a que la presencia del alelo resistente en
hemicigosis confiere al hibride el fenotipo del parental resistente (SA), mientras que el

alelo sensible le confiere el fenotipo del parental sensible (WE).
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SA SA
WE WE
YJM8 YJM8
YJM8 YJM8
YJM7 YJM7
YJM7 YJM7
CC28F CC2sF
CC28F CC28F

YPD Maneb Captan

(control) 10 pg/ml 10 pg/ml

Figura 22. Resistencia diferencial a maneb y captan entre el hibrido y los reciprocos hemicigotos
para el gen RIM15. Para cada placa las diluciones seriadas de células de levadura se encuentran de
izquierda (mayor concentracién de células) a derecha (menor concentracion de células), lo cual se
encuentra representado por los triangulos negros ubicados en la parte superior de la figura. Se encuentran
por duplicado tanto el hibrido (CC28F) como el reciproco hemicigoto que tiene el alelo del parental
sensible (YJM7) y el reciproco hemicigoto que tiene el alelo del parental resistente (YJM8). También se
encuentran los parentales WE (sensible) y SA (resistente).

70




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 poblacién (Klug y Cummings, 1999). La metodologia predominante en
estudios de genética cuantitativa para la busqueda 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 afios, la levadura Saccharomyces
cerevisiae se ha convertido en un organismo modelo para estudios que implican

mapeos de QTLs (Dujon, 2010).

S. cerevisiae es ademas una levadura de importancia a nivel industrial y artesanal,
dado su rol en la produccion de pan y de diversas bebidas alcohdlicas. Uno de sus
nichos naturales son los vifiedos y el mosto de fermentacion, siendo la principal
especie responsable de la fermentacién alcohdlica en el complejo proceso
microbiolégico que implica la fransformacion del mosto de uva en vino (Bisson, 1994;
Pretorius, 2000). Una practica industrial enolégica habitual es el uso de fungicidas en
vifiedos, cuyo uso tiene impacto sobre la diversidad de levaduras presentes en las
uvas (Milanovié y col., 2013). Diversos estudios 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; Milanovié y col., 2013), y la existencia de variacion natural a los

mismos ya ha sido mostrada para el fungicida tiabendazol (Warringer y col., 2011).

Si bien se puede sugerir que la exposicion de poblaciones de levaduras a distintos

fungicidas ha causado variacion natural a nivel fenotipico (mayor resistencia o
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sensibilidad), actualmente poco se conocce respecto a las regiones gendmicas
involucradas en dicha variacion. El mapeo por ligamiento de QTLs aparece entonces
como una buena aproximacion, dado su éxito en encontrar genes que subyacen la
variacion natural a varios fenotipos tanto en S. cerevisiae (Cubillos y col., 2011; Salinas
y col.,, 2012; Jara y col., 2014) como en otras especies del género Sacharomyces

sensu stricto como lo es S. paradoxus (Liti y col., 2008b).

4.1. Estandarizaciéon de un método cuantitativo para evaluar diferencias
fenotipicas

Para determinar QTLs, es necesario disponer de un método eficiente de
fenotipificacion de gran cantidad de segregantes de S. cerevisiae. Un avance de gran
importancia en este sentido fue el desarrollo de una metodologia automatizada para el
estudio de perfiles fenotipicos a gran escala utilizando cambios cuantitativos en el
crecimiento de levaduras (Warringer y Blomberg, 2003}, la cual ha sido utilizada con
éxito 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 técnica requiere ser estandarizada segtin las necesidades y
disponibilidad de recursos puntuales de cada laboratorio. En el presente trabajo fue de
importancia fundamental determinar las condiciones optimas para realizar el
microcultivo usado como método de fenotipificacién. Esto puede depender tanto del
fenotipo a ser estudiado (como en el caso del tiempo total y la temperatura), como
también del soffware y el equipo que sean utilizados; un ejemplo claro de esto Ultimo
es el caso de la agitacion. En el trabajo original de Warringer y Blomberg (2003) en que
se ufilizé un equipo Bioscreen analyser C (Thermic Labsystems Oy, Finlandia) se

observé que el modo de agitacion es critico, y que la agitacién continua producia
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acumulacién de células en la periferia de los pocillos, al igual que en el presente
trabajo, produciéndose curvas de crecimiento atipicas y no reproducibles. La seolucion
encontrada por ellos y repetida en frabajos posteriores que ocuparon los mismos
equipos (Warringer y col., 2003; Warringer y col., 2011; Liti y col. 2009a; Salinas y col.,
2012; Cubillos y col., 2011) consistio en realizar una agitacion a la mayor intensidad del
equipo con un minuto de agitacién por cada otro minuto sin agitacién, distinto al caso
del presente trabajo en que se determind como lo 6ptimo el no tener ningun tipo de
agitacion. Esto reafirma la idea de que la reproducibilidad de la metodologia depende
de los equipos utilizados y que, por ende, requiere siempre de una estandarizacién

particular que dependa de los mismos.

Ademas de la determinacién de condiciones éptimas de microcuitivo, es necesario
disponer de un protocolo de fratamiento de datos que permita obtener la mayor
cantidad de informacién de la manera mas simple y en el menor tiempo posible. El
tratamiento de datos generado criginalmente por Warringer y Blomberg (2003), si bien
es Util, es también engorroso de llevar a cabo. Varias mejoras se realizaron a dicho
protocolo original, como son la utilizacién de segundas derivadas para obtener el
pardmetro de adaptacién, y de regresiones sigmoideas de las curvas de crecimiento
obtenidas. Respecto a esto dltimo, el software utilizado (GraphPad Prism) incluye
varias opciones de regresiones sigmoideas (Motulsky, 2007), entre las cuales la
llamada Sigmoideal dose-response(variable slope) fue la que mejor se ajusté a la gran
mayoria de las curvas generadas durante el presente trabajo y, por ende, fue la
utilizada. La generacion de nuevas ecuaciones que den cuenta de regresiones
modeladas especificamente para ajustarse al crecimiento de S. cerevisiae seria un

importante avance para obtener resultados que reflejen de forma mas precisa las
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cinéticas de crecimiento obtenidas, mas aun si dichas ecuaciones pueden ser
utilizadas en softwares cientificos como son GraphPad Prism, SigmaPlot, Origin, R, y
otros. Un ejemplo de lo anterior es la ecuacidn conocida como the beta growth function,
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. Evaluacién de resistencia a fungicidas en cepas parentales y

poblaciones recombinantes

Al evaluar las cepas parentales utilizadas, representativas de cuatro de los cinco
linajes puros descritos para S. cerevisiae (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
ICso 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 tnico, 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 medio
sdlido 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 presenté distribuciones
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continuas en ambas condiciones de cultivo, tal como ya habia encontrado Warringer y
col. (2011} para tiabendazol en microcultivo, lo cual confirméd el caracter poligénico del
rasgo en estudio (Kiug y Cummings, 1999). En el caso del microcultivo, esto se cumplio
para lo tres parametros asociados al crecimiento en estudio (eficiencia, adaptacion y

velocidad maxima).

4.3. Correlacion entre parametros asociados al crecimiento

La metodologia de fenotipificacién en microcultivo permitié realizar el estudio por
separado de los tres parameiros asociados al crecimiento y evaluar la existencia de
asociaciones entre ellos. El andlisis estadistico revelo que existe una fuerte correlacion
entre eficiencia y velocidad maxima, pero no enire adaptacion y eficiencia, ni entre
adaptacion 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 correlacion entre eficiencia y velocidad maxima, mientras que
no encontraron correlacién entre la adaptacion con ninguno de los otros dos
parametros estudiados. En dicho estudio ademéas se determind que la correlacion
existente entre eficiencia y velocidad maxima depende fuertemente del ambiente mas
que ser limitada tnicamente por el rendimiento en biomasa como ha sido sugerido en
otros trabajos (Wong y col., 2009). Los resultados obtenidos en el presente ifrabajo
estan también en linea con informes sobre mutantes de pérdida de funcién artificiales
en 5. cerevisiae (Bell, 2010), con lo cual se refuta la hipétesis respecto a una
compensacién evolutiva entre tasa y eficiencia de proliferacion (Novak y col., 2006). Lo

anterior sugiere que la eficiencia y la velocidad maxima tienen estructuras genéticas
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subyacentes similares, mientras que son distintas fisiolégica y evolutivamente con la

adaptacion (Warringer y col., 2011).

4.4. QTLs obtenidos para la resistencia a fungicidas

Diversos QTLs que subyacen la variacion natural a fungicidas en S. cerevisiae
fueron obtenidos durante el presente trabajo, encontrandose distintos conjuntos de
QTLs con los dos métodos de fenotipificaciéon llevados a cabo. La metodologia de
fenotipificacién por microcultivo tiene la ventaja de agregar mayor precisidn al ser un
método cuantitativo, lo cual se vio reflejado en la obtencidn de un mayor nimero de
QTLs. Sumade a ello, permitié obtener QTLs para los fres parametros asociados al
crecimiento estudiados por separado, los cuales coincidieron en mayor medida entre
eficiencia y velocidad maxima, reafirmando la asociacién existente entre ambos
parametros. De todos los QTLs encontrados, el QTL VI.65 fue identificado como el mas
interesante para ser estudiado, ya que explica por si solo un alio porcentaje de las
varianzas fenotipicas observadas para la resistencia a maneb y captan tanto en
microcultivo como en especial en medio solido, lo cual sugiere que en dicha regién
gendmica se encuentra un gen de efecio mayor respecto a la resistencia a ambos

fungicidas.

Aun cuando fue posible identificar con éxito una serie de QTLs responsables de la
resistencia a los fungicidas evaluados, entre ellos el VI.65 como el mas preponderante,
éstos no representan necesariamente a todos los QTLs posibles de encontrar. Al
observar las varianzas fenotipicas explicadas por lo modelos generados para cada
caso, estas llegan como maximo a un 58,5% para captan 20 pg/ml en medio sélido

(tabla 6¢). El resto de la varianza fenotipica no explicada por los QTLs encontrados en
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cada situacion puede estar dada por interacciones con el ambiente, interacciones

génicas, u otros QTLs no identificados (Mackay y col., 2009).

Respecto a la posibilidad de gque existan interacciones génicas, y si bien no pudo
identificarse ninguna en medio sélido, si se encontraron algunas enire 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
epistéticos, 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 cuestion, hay que hacer notar que la estrategia llevada a
cabo se basa en que existan diferencias alélicas 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 enire ambas cepas, este gen no
podra ser encontrado en el analisis. De lo anterior se desprende que el evaluar
distintos cruces podria llevar a la identificacion de nuevos QTLs también involucrados
en la variacién natural al fenotipo en cuestion, y que es una posibilidad para posteriores
trabajos de la misma linea que el presente. Lo anterior remarca también la necesidad
de utilizar cepas parentales que posean la mayor diferencia genética posible entre
ellas. Las cepas de laboratorio sélo capturan una pequefia fraccién de la variacion
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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comprension de la relacion entre el fondo genético y los QTLs, subestimando la
compleja arquitectura genética de los rasgos poligénicos en levaduras (Cubillos y col.,
2011). Es por ello que [a utilizacion de cepas representativas de linajes puros
identificados por el Proyecto de Resecuenciacién del Genoma de Saccharomyces
(SGRP) (Liti y col., 2009a) es una poderosa herramienta para estudiar la variacion
natural en S. cerevisiae, como lo fue en el presente trabajo para la exitosa

identificacién de QTLs que subyacen [a variacion natural de resistencia a fungicidas.

4.5. Diferencias entre resultados obtenidos en medio sélido y microcultivo

Como se menciond anteriormente, diferentes resultados se obtuvieron en medio
solido y en ‘microcultivo. Una de |las posibles razones que explicaria este hecho es la
diferencia entre los medios de cultivo utilizados. Las células de levadura crecen a
mayor velocidad en presencia de medio 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 cual la utilizacién de éste Gltimo
podria causar per se una situacion de estrés celular. Sin embargo, su uso permite la
identificacion de QTLs con pequeiios efectos que en medio completo no seria posible
observar. Lo anterior fue estudiado por Thaicher y col. (1998), quienes determinaron
gue si bien se estima que alrededor del 60% de los mutantes de delecién exhiben una
reduccién marginal del fitness, para el 20% de los mutantes no se observa cambio
alguno en el fitness marginal durante el cultivo en medio rico. Esto podria dar cuenta
del mayor nimero de QTLs encontrados para maneb y captan en microcuitivo que en

medio sélido, validando asi el arreglo experimental utilizado.

Por otra parte, es importante hacer notar que la condicién misma de crecimiento

en microcultivo corresponde a una situacion de estrés para las células. El cultivo en un
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volumen pequefio de 200 pl lleva a un cambio en la fisiclogia celular, probablemente
debido a una limitaciéon de oxigeno y nutrientes (propiciadas ademas por la falta de
agitacion), lo cual resulta a su vez en una menor respiracién y una menor eficiencia en
la utilizacion de fuente de carbono y energia, y un impacto en el balance redox
(Warringer y Blomberg, 2003). Es entonces de esperar que se encuentren diferencias
no sélo con el medio solido sino que también con cultivos liquidos en volimenes

mayores, [0 que debe tenerse en cuenta cuando se comparen resuitados 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 sélido no se identificé
ningtn QTL, en el control WEXSA en microcultivo si se obtuvieron. En el caso del QTL
VI.65, el cual fue observado tanto para dicho control como para las condiciones con
fungicida (aunque comparativamente con LOD scores menores en el caso del control),
esta situacion sugiere que dicho QTL podria estar implicado tanto en fenotipos de
resistencia a fungicidas como en fenotipos de tolerancia a estrés. Las razones antes
expuestas apuntan a que, si bien la metodologia de fenotipificacion utilizando
microcultivos genera una condicion de estrés en las células la cual hay que tener en
consideracién al momento de interpretar los resultados obtenidos, ain asi es una

forma eficaz, y sobre todo mas eficiente, a la hora de mapear QTLs.

4.6. Mecanismos de accion de fungicidas y genes causales candidatos de

la resistencia a ellos

4.6.1. Tiabendazol
Los fungicidas de la clase benzimidazol actian sobre la biosintesis de B-

tubulina, inhibiendo el ensamblaje de esta durante la mitosis a través de interacciones
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benzimidazol-tubulina (Li y col., 1996; Fishel y Dewdney, 2012), por lo cual han sido
utilizados para producir pérdidas de cromosomas durante la mitosis (Wood, 1982) y en
estudios de reguladores del ciclo celular que interactlan con vias que modulan la
estabilidad de microtibulos (Shohat-Tal y Eshel, 2011). También han sido estudiados
sus efectos en ofras levaduras distantes evolutivamente, como es el caso de
Schizosaccharomyces pombe (Monahan y col., 2008; Ukimori y col.,, 2012). Sin
embargo, ninglin gen relacionado con la biosintesis de B-tubulina pudo ser identificado

como €l locus causal del unico QTL identificado para tiabendazol (X1.322).

4.6.2. Maneb

Poco se sabe acerca del modo y blancos de accidn de los fungicidas de la clase
ditiocarbamato, mas 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 estrés oxidativo y una rapida disminucion

del contenido de glutation en S. cerevisiae (Elskens y Penninckx, 1997).

Existen trabajos en que se han determinado genes responsables de la
resistencia a mancozeb, identificandose una pequena red de factores de transcripcion
(Yapip y Rpndp) v transportadores de muiitiples farmacos de membrana plasmatica
(FIrlp y Tpo1p) (Texeira y col., 2007; Dias y col., 2010). De entre ellos, el gen FLR1

(YBRO0SC) codifica un miembro de membrana plasmatica de la familia de H'-drug
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antiporters de 12 segmentos (DHA12) de la superfamilia facilitadora principal {MFS)
(Sa-Correira y Tenreiro, 2002), el cual se encuentra involucrado en el fendmeno de
resistencia a muitiples farmacos (Alarco y col., 1997; Broco y col., 1999; Nguyen y col.,
2001; Tenreiro y col., 2001). Este gen se enconfraria involucrado en la resistencia a
mancozeb mediante su regulacién positiva bajo el contro! coordinado de las proteinas

Yap1p, Rpn4p, Pdr3p e Yrrip (Teixeira 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 posicion [1.253 podria ser un buen candidato para ser el locus
causal del QTL I.308 encontrado en el presente trabajo. Al comparar las secuencias
aminoacidicas de la proteina Flrip de las cepas DBVPGE765 (WE) y Y12 (SA), se
observa que existen cuatro sustituciones aminoacidicas conservativas y una no
conservativa. Por su parte, el gen PDR3 (YBLOOSW) también se encuentra en una
posicion cercana (1.219), existiendo cuatro sustituciones aminoacidicas conservativas
entre las cepas, por lo cual si bien el gen FLR? 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 validacién de los genes candidatos FLRT y/o PDR3 por medio de, por
gjemplo, un analisis de hemicigosidad reciproca, podria aportar una nueva
confirmacion de la importancia de dichos genes en la resistencia a fungicidas de [a

clase ditiocarbamato, en particular a maneb.

4.6.3. Captan
Los fungicidas de la clase ftalimida también presentan actividad de contacto

multisitio (Fishel y Dewdney, 2012). En el caso de captan, éste puede implicar su
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degradacién en tiofosgeno, el cual es altamente reactivo con tioles y otros grupos
funcionales (Gordon, 2001). También ha sido propuesto que su modo de accién
principal resulta de la reaccion con grupos sulfhidrilo (Lukens, 1969), reduciendo la
germinacién 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. cerevisiae. En el presente trabajo se
encontraron una serie de QTLs entre los cuales el QTL Vi.65 presentd los mayores
porcentajes de varianza fenotipica explicada tanto en medio sdlido como en

microcultivo, y para el cual se identifico al gen RIM75 como el probable locus causal.

4.7. ldentificacion de RII15 como un gen involucrado en la resistencia a
maneb y captan

En un mapeo por ligamiento el locus causal solo puede ser asignado a una region
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 participacién de un gen candidato, ya que se puede controlar
cualquier interaccion con el fondo genético, incluyendo la dominancia dependiente de
éste fondo, mediante la comparacion de dos cepas hibridas que sélo se diferencian por
el alelo presente en un Gnico locus hemicigoto (el cual corresponde al gen de interés)
(Steinmetz y col., 2002). Lo anterior se debe a que no se espera que existan
diferencias fenotipicas como resultado de las interacciones entre la dominancia de la
delecién (haploinsuficiencia) y el fondo genético del hibrido porque ambos hemicigotos
tienen un fondo genético fijo, excepto en el locus de interés {Kim y col., 2012). Esta
estrategia fue utilizada para comprobar la participacion del gen RIM15, identificado

como el locus causal del QTL VI.65, en la resistencia a maneb y captan. Este analisis
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revelo 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 (WE). Este resultado obtenido en medio sélido ha sido confirmado también en
microcultivo en el laboratorio tras la finalizacién del presente trabajo (Cubillos,

comunicacién personal).

El gen RIM15 codifica una proteina quinasa serina/treonina (Rim15p) que se
sugiere participa en [a regulacién de la division celular, proliferacién, y esporulacion en
respuesta a la disponibilidad de nutrientes, rasgos que se consideran altamente
relacionados con el fiftness en S. cerevisiae (Broach, 2012; Bergstrém y col., 2014).
Como se discutié previamente, los resultados del presente trabajo apuntan a que este
gen podria estar involucrado no sélo en la resistencia a los fungicidas maneb y captan
en particular, sino también en la adquisicion de tolerancia al estrés en general, sobre
todo considerando que estos dos fungicidas tienen actividad del tipo contacto multisitio
y que, por ende, tienen variados blancos de accién (Fishel y Dewdney, 2012). La
proteina Rim15p estaria relacionada con la entrada al estado de quiescencia, siendo la
adquisicién de tolerancia al estrés una de las caracteristicas mas sobresalientes de las
células de levadura cuando entran en este estado (Watanabe y col., 2012). Esta
respuesta se da mediante la via de Ras/PKA, la cual desempefia un papel central en la
regulacion del crecimiento versus quiescencia en respuesta a la calidad y cantidad de
la fuente de carbono disponible, principaimente mediante la estimulacion de la
acumulacién de masa y [a inhibicidn de la respuesta al estrés (Broach, 2012). Sumado
a esto, los mutantes de RIM15 son particularmente sensibles a la inanicién de
nitrégeno (Pedruzzi y col., 2003; Klosinska y col., 2011), lo cual también esta en linea

con lo planteado.
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Durante el tiempo en que se desarrollé el presente trabajo fueron publicados los
resultados del trabajo de Bergstrom y col. (2014), los cuales se enmarcan dentro del
Proyecto de Resecuenciacion del Genoma de Saccharomyces (SGRP) siguiendo el
frabajo desarrollado anteriormente por Liti y col. (2009a). En dicho trabajo se
secuenciaron 42 cepas de S. cerevisiae y de su pariente mas cercano S. paradoxus,
en las cuales se estudiaron las implicaciones fenotipicas de la variacion natural de
pérdida de funcidn 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 pérdida de la funcion al gen RIM15, en el cual
identificaron la insercién de dos pares de bases en la cepa DBVPGG765 (WE). Esta
variante no se encuentra presente en oiras cepas representativas del linaje WE ni de
los otros linajes de S. cerevisiae, como tampoco en [a cepa referencia de S. paradoxus
(CBS432). Debido a que, como ya se menciond, se especula que la proteina Rim15p
participa en la regulacion de la divisién celular, proliferacién, y esporulacién en
respuesta a la disponibilidad de nutrientes (Broach, 2012), los autores estudiaron si
dicha variante afecta estos procesos celulares mediante la esfrategia de reciprocos
hemicigotos utilizando los hibridos DBVPG6765xYPS128, DBVPGE765xY12 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 RIM15 tiene un impacto
negativo en la capacidad de la célula de enirar en meiosis y formar esporas en

respuesta a carencia de nutrientes.

Adicionalmente, se ha observado seleccidn contra el alelo de la cepa DBVPG6765

en la region gendmica que contiene a RIM715 durante la generacién de la poblacion

84




tetraparental SGRP-4X (Cubillos y col., 2013). También se ha encontrado un bajo nivel
de expresion de RIM15 en esta cepa en estudios que han utilizado la técnica de RNA-
seq (Skelly y col., 2013). Curiosamente, una variante de pérdida de funcién en RIM15
distinta a la portada por la cepa DBVPG8765 se ha descrito en un grupo de cepas de
levadura modernas del lingje SA conocidoe como el "grupo K7" (Azumi y Goto-
Yamamoto, 2001), vinculada a una disminucion de la capacidad para entrar en
quiescencia y un aumento asociado de la tasa de produccion de etanol (Watanabe y
col., 2012). La cepa Y12 {SA} utilizada en el presente trabajo no pertenece al grupo K7
ni presenta dicha variante de pérdida de funcion. Respecto al alelo que porta la cepa
DBVPGBE765, los estudios muestran que ésta tiene efectos fuertemente negativos
sobre rasgos que se consideran altamente relacionados con el fifness, 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 mas estudios que permitan
dilucidar por qué esta cepa de S. cerevisiae porta dicha variante no funcional altamente

deletérea.

4.8. Proyecciones

El presente trabajo posee amplias proyecciones para estudios gendmicos y de
mapeo de QTLs en S. cerevisiae. En primer lugar, el método cuantitativo estandarizado
de fenotipificacion en microcultivo demostré ser eficaz y eficiente para la blisqueda de
QTLs que subyacen la variacién natural en S. cerevisiae, como la resistencia a
fungicidas, lo cual lo posiciona como una herramienta Gtil para posteriores estudios del
mismo tipo. Ademas, se confimo que cepas de diversos linajes de S. cerevisiae
presentan diferencias en la resistencia a los fungicidas en estudio, observandose

también diferencias significativas en las poblaciones recombinantes, y confirmando que
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la resistencia a fungicidas tiene un caracter poligénico al presentarse distribuciones
continuas tanto en medio sélido como en microcultivo. Ademas, se encontréd una fuerte
asociacion entre los parametros de eficiencia y velocidad maxima, lo cual apoya la
hipdtesis que ambos parametros asociados al crecimiento tienen estructuras genéticas
subyacentes similares, mientras que son distintas fisiolégica y evolutivamente con la
adaptacion, refutando una posible compensacion evolutiva entre tasa y eficiencia de

proliferacion.

Los resultados obtenidos también ofrecen proyecciones en las areas de la industria
y la biotecnologia. Estudios previos ya han mostrado que el analisis poligénico de la
biodiversidad en levaduras puede proporcionar importantes herramientas genéticas
para realizar ingenieria metabélica (Hubmann y col., 2013a). Ejemplo de lo anterior es
el analisis de capacidad maxima de acumulacién de etanol y folerancia a altos niveles
del mismo (Pais y col., 2013) en conjunto con la identificacién de alelos mitiples que
interactuan confiriendo alto rendimiento de etanol y bajo de glicerol en la fermentacion
alcohdlica (Hubmann y col., 2013b), estudios que han mostrado su potencial aplicacién
industrial para la produccién de bioetanol. En el caso del presente trabajo, la
identificacion de RIM15 como un gen relacionado con la variacion natural de
resistencia a fungicidas en particular y posiblemente también con [a tolerancia a estrés,
lo colocan como un candidato para seleccion asistida por marcadores y/o ingenieria
metabdlica, en particular para la industria vitivinicola. Lo anterior remarca la utilidad
que tiene la estrategia de mapeo de QTLs para la obtencién de loci que son
responsables de la variacidn natural y subyacen fenotipos de interés en estudios tanto

de ciencia basica como aplicada.
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CONCLUSIONES

s Cepas de diversos linajes de S. cerevisiae presentan diferencias de resistencia
a los fungicidas en estudio Las cepas YPS128 (NA) y DBVPG6765 (WE)
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.

e La resistencia a fungicidas en poblaciones recombinantes presenta
distribuciones continuas tanto en medio sodlido como en microcultivo,
demostrando el caracter poligénico del rasgo en estudio.

e Existe una fuerte asociacion entre los parametros asociados al crecimiento de
eficiencia y velocidad maxima, pero no enire adaptacion y eficiencia, ni entre
adaptacioén y velocidad maxima, sugiriendo que eficiencia y velocidad maxima
tienen estructuras genéticas subyacentes similares, mientras que son distintas
fisiologica y evolutivamente con la adaptacion.

s El método de fenotipificacion en microcultivo demosird ser eficaz para la
blisqueda de QTLs que subyacen la variacion natural de resistencia a
fungicidas.

o Diversos QTLs subyacen la variacién natural de resistencia a fungicidas,
destacando el QTL VI.65 como el mas importante entre ellos.

* El gen RIM15 seria uno de los genes responsables de la variacién natural de

resistencia a los fungicidas maneb y captan en S. cerevisiae.
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