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RESUMEN

Las levaduras presentan gran importancia en procesos industriales,
especificamente en la elaboracion de alimentos y bebidas alcohdlicas, siendo
Saccharomyces cerevisiae una de las mas importantes.

El uso de técnicas moleculares ha permitido la caracterizacion del genoma
de Saccharomyces cerevisiae, empleandose como herramientas de identificacion,
diferenciacién e incluso en el establecimiento de relaciones de distancia genética
entre aislados relacionados geograficamente. Dentro de estas técnicas, las mas
utilizadas han sido el cariotipo electroforético y el RFLP del mtDNA. Sin embargo,
en algunos casos, el poder de diferenciacion de estas técnicas es incapaz de
resolver variaciones dadas por pequefios cambios en la estructura genémica.

El analisis de secuencias repetidas y dispersas dentro del genoma blanco
permite diferenciar cepas genéticamente relacionadas, analizando los cambios
ocurridos dentro de estas secuencias o sus alrededores. Con el objeto de contar
con secuencias de DNA a ser utilizados como sondas de andlisis en experimentos
de RFLP, se construyé una biblioteca de DNA de la cepa autoctona de L-16 v,
mediante experimentos de hibridizacion con DNA total, se obtuvo una sonda de
DNA medianamente repetitivo aplicable para estudios de RFLP de diferenciacién de
cepas. Ademas, mediante el andlisis bioinformatico del genoma de S.cerevisiae, se
disefiaron dos sondas cuyos blancos corresponden a secuencias repetitivas y
dispersas a través del genoma (X' y 8). El empleo de estas sondas, junto con otras
obtenidas por literatura (pEL50, pRED552 y pRED556) permitié obtener patrones
complejos de diferenciacion, logrando diferenciar incluso cepas que el RFLP del

mtDNA o el cariotipo electroforético nos presentaban como idénticas.
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Resumen

El uso de secuencias de DNA repetitivo como marcadores moleculares se
presenta como una herramienta Util en el andlisis de aislados estrechamente
relacionados y nos permitirian reconocer fenomenos de microevolucion que

comprenden pequefias variaciones en la estructura genémica de éstos.
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ABSTRACT

The vyeasts have a great importance in industrial processes,
specifically in the elaboration of foods and alcoholic beverages, with
Saccharomyces cerevisiae being one of the most important strains.

The use of molecular techniques has allowed the characterization of the S.
cerevisiae yeast genome. These are used as identification and differentiation tools
and also in the establishment of genetic distance relationships between
geographically related isolates. One of the most used techniques is that of
electrophoretic karyotyping (CHEF) and the mtDNA RFLP, however in some cases
they are unable to resolve variations due to small changes in the genomic structure.

The analysis of repeated and disperse sequences inside the target genome
allows the differentiation of closely related strains by analyzing the changes
occurring within or around the sequence. In order to obtain more resolutive markers,
a genomic library of an autochthonous strain L-16 was elaborated from where a
probe of repetitive DNA was obtained to evaluate their differentiation power. At the
same time, using a bioinformatic analysis of the S.cerevisiae genome, two probes
were designed whose targets corresponded to the repeated and dispersed
sequences throughout the genome (X' and 3). The use of these probes, together
with others described in the literature (pEL50, pRED552 and pRED556) allowed the
obtention of complex patterns of differentiation as well as the differentiation of
strains that the mtDNA RFLP and CHEF techniques showed as identical.

The use of repetitive DNA sequences as molecular markers is presented as
a useful tool in the analysis of closely related isolates allowing the recognition of
microevolution phenomena that are explained by small variations in the genomic

structure.
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1. INTRODUCCION

1.1. Levaduras en la industria vitivinicola

Las levaduras (hongos unicelulares) han sido utilizadas para beneficio
comercial por cientos de afios en la produccion de diversos alimentos y bebidas
alcohdlicas. Registros y evidencias muestran que la elaboracion del vino comenzé
en Asia Menor y el Cercano Oriente, alrededor del 6.000 A. de C., y en el nuevo
mundo fue conocido recién en el siglo XVI, gracias a los exploradores europeos,
quienes hacia el 1530 establecieron las primeras vifias de Vitis vinifera en México,
Colombia, Pera y Chile (Saber de vinos, 2005).

El por qué ocurria espontdneamente la fermentacion del mosto de uva
permanecio totalmente desconocido, y no fue hasta que, en 1863, gracias al trabajo
de Louis Pasteur, se reconoce por primera vez la importancia de la actividad de los
microorganismos en el proceso de fermentacion vinica, especificamente de las
levaduras, quienes son responsables de la transformacion de los azlcares de la

uva en alcohol y diéxido de carbono (Feldmann, 2005).

1.2. Microbiologia enoldgica

El proceso de transformacion del mosto en vino involucra un complejo
fendmeno microbiolégico en el que participan bacterias, hongos filamentosos y
levaduras del género Saccharomyces, asi como también otro grupo denominado
no-Saccharomyces (Mills y cols, 2002). Estos microorganismos se suceden

secuencialmente a través del proceso de fermentacion, y las levaduras son quienes



Introduccién

juegan el rol fundamental. Estas llegan hasta el proceso fermentativo provenientes
desde la uva, donde predominan los géneros Kloeckera y Hanseniaspora, quienes
también dominan las primeras etapas de fermentacion junto a Candida,
Cryptococcus, Kluyveromyces, Metschnikowia y Pichia. En la dltima etapa
fermentativa, donde los niveles de etanol alcanzan 3-4%, se da paso a levaduras
mas tolerantes a estos niveles de alcohol como es el género Saccharomyces,

especialmente Saccharomyces cerevisiae.

Sin duda, toda la dinamica microbioldgica que ocurre dentro del proceso de
fermentacién puede afectar la produccion vinica. Si bien, la mayoria de las especies
mencionadas son benéficas para la obtencién de un buen producto, otras pueden
desfavorecer la calidad de éste. Esto dependera de la diversidad de especies
presentes en el mosto, de la interaccion entre estas y de la contribucién individual
de cada especie. La diversidad en la composicion de poblaciones de estas
levaduras, entre distintas localidades geogréficas, es un factor importante en la
generacién de caracteristicas distintivas entre los vinos que estas zonas producen,
ademas de la variedad de la Vid, condiciones climaticas y factores quimicos y

fisicos que afecten a la fermentacion.

Con el fin de obtener vinos de mejor calidad y caracteristicas reproducibles,
ha sido necesaria la blsqueda de cepas adecuadas para cada tipo de vino, lo que
ha derivado en la utilizacion de cepas comerciales, con su consiguiente liberacién
en zonas geogréficas distintas a las de su origen. En este contexto, surge la
interrogante del efecto del uso y liberacién de estas cepas sobre la diversidad de
las poblaciones de levaduras nativas. Estas poblaciones son importantes en

aspectos claves para el mantenimiento y desarrollo de la industria vinicola nacional
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como identidad, calidad y diferenciacion. El estudio actual del conocimiento del area
no ha permitido definir si existe en el largo plazo un efecto indirecto, negativo o
positivo, del uso de levaduras comerciales en esta industria, sin embargo, se a
sugerido un efecto negativo sobre la diversidad de la biota levaduriforme autdctona
(Ganga y Martinez, 2004). Andlisis taxonomicos de poblaciones de levaduras
presentes en localidades de produccién vitivinicola de la zona central de Chile,
sugieren que en aquellas areas de produccion enolégica industrial, con un amplio
uso de levaduras importadas, la biodiversidad de levaduras no-Saccharomyces es
menor que en zonas de produccion enolégica artesanal (Martinez y col, 2004).
Otros estudios realizados en Espafia (Esteve-Zarzoso y col, 1998), demuestran que
levaduras nativas de las regiones en estudio se encuentran mejor adaptadas a las
condiciones de fermentacion locales que las levaduras comerciales. En conjunto,
estos trabajos hacen plantearnos la interrogante sobre el efecto que tiene el uso
intensivo de levaduras comerciales sobre las poblaciones de levaduras nativas, y
por ende, sobre el potencial de mejoramiento de la calidad y diferenciacion de los

vinos elaborados en estas areas.

1.3. Diferenciacién de cepas

Para deducir relaciones de parentesco entre cepas de una misma especie,
se requiere contar con marcadores genéticos que nos permitan discriminar entre
distintos aislados no relacionados, desarrollandose varias técnicas, aunque no

todas con la misma eficiencia.

Saccharomyces cerevisiae fue el primer organismo eucarionte cuyo genoma

fue completamente secuenciado (Goffeau A., 1996), el cual tiene un tamafio de 12
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megabases en su dotacion haploide, distribuidos en 16 cromosomas, de tamafios
entre los 200 y 2200 kb. Aunque este niUmero de cromosomas es practicamente
constante, en la mayoria de las levaduras de uso industrial se observan fenémenos
de aneuploidia y poliploidia. Se debe tomar en cuenta que las cepas de uso
industrial se encuentran expuestas constantemente a condiciones de stress, como
son temperatura, altas concentraciones de azlcar y etanol y bajo pH, que pueden
derivar en la seleccion de cepas mejor adaptadas a estas condiciones debido a

pequefios cambios en la estructura del genoma, dando origen a nuevas cepas.

Varios estudios coinciden en que la técnica de PCR es adecuada para su
uso como herramienta de identificacion en levaduras silvestres (Baleiras y col.,
1996., Ibeas y col, 1996., Arias y col, 2002), ademas de la metodologia de
electroforésis de campo pulsado y restriccion del mtDNA (RFLP-mtDNA). Esta
Ultima técnica consiste en la digestion de DNA total de la levadura con enzimas de
restriccion, las cuales digieren en fragmentos de pequefio tamafio el DNA nuclear,
mientras el DNA mitocondrial es digerido en fragmentos discretos que son
visualizados por electroforésis en geles de agarosa. Haciendo uso de estas
técnicas se ha encontrado que la informacidon entregada por ambas no es
equivalente (Esteve-Zarzoso, 2001), y ademas la técnica cariotipica presenta un
mayor poder resolutivo que la técnica mitocondrial (Martinez y col, 2004). A su vez,
otra técnica, RAPD (del inglés Random Amplification of Polymorphic DNA,
amplificacion aleatoria de DNA polimérfico), entrega una mayor correlacion de
parentesco entre distintos aislados, por sobre la técnica cariotipica (Martinez y col,

2004), pero presenta una baja reproducibilidad.



Introduccién

1.4. DNA repetitivo

Mutaciones en ciertas regiones del genoma no esenciales pueden ser
silenciosas, es decir, no intervenir en procesos de seleccién, pero pueden afectar el
espaciamiento de sitios blanco para enzimas de restriccion (sitios de restriccion),
crear nuevos, o afectar otros ya existentes. Estas diferencias dan origen a
polimorfismos en los patrones de corte de una enzima, que pueden ser visualizados
por medio de sondas de hibridizacion por la metodologia de RFLP (del inglés
Restriccion Fragment Lenght Polymorphism, polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion). Para este fin, una buena sonda de hibridizacién debe
tener como blanco secuencias de DNA repetidas a través del genoma,
conservadas, y no estar asociada a secuencias esenciales, o que nos permite
analizar todas las secuencias de DNA que rodean al blanco de la sonda.
Saccharomyces cerevisiae posee en su genoma varias secuencias de DNA
repetitivo que son candidatos para ser usadas en analisis de diferenciacion de

aislados.

Como en todos los organismos eucariontes, en S.cerevisiae los genes que
codifican para RNA ribosomal (rRNA) se encuentran en alto numero de copias y
distribuidos en uno o 2 cromosomas. En esta especie existen alrededor de 150
copias de estos genes distribuidos en tdndem en el cromosoma Xl (Petes, 1979).
Estas secuencias son altamente conservadas, y por el hecho de estar codificadas
en solo una region del genoma, no son de gran utilidad a la hora de realizar analisis

de diferenciacion.

Elementos extracromosomales como el plasmido de 2 micras (2u), también

se encuentran en un alto nimero de copias, pero el nivel de variacion de su
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secuencia es muy bajo como para ser utilizados como herramienta de
discriminaciéon entre aislados. Una excepcién a esto lo representa el genoma
mitocondrial, cuyo andlisis ha sido ampliamente utilizado (Guillamén y cols.,1994;

Querol y cols., 1992).

Varias secuencias de DNA repetido a través del genoma de levaduras
pueden ser utilizadas en andlisis de diferenciacién. La familia de elementos
transponibles Ty representa cerca del 3% del genoma de S.cerevisiae (Kim et
al.,1998) , y se encuentran flanqueados por repetidos directos o LTRs (del inglés,
Long Terminal Repeats). Estos elementos tienen una variada distribucion a través
de todo el complejo Sensu stricto presentandose como un eficiente blanco de

diferenciacién tanto intra como inter especifica.

Las secuencias de las regiones subteloméricas o asociadas a los telomeros
presentan elementos medianamente repetidos. Estos genes no son esenciales,
pero estan involucrados en mecanismos de adaptacidn a nuevas condiciones
ambientales. Este es el caso de los elementos X' e Y’, cuya funcion se ha postulado
que seria intervenir en el silenciamiento de ciertos genes (Craven y cols., 1999;

Fourel y cols., 1999; Pryde y cols., 1999; Lebrun y cols., 2001).

Recientemente, otra metodologia que ha tenido bastante éxito en diferenciar
levaduras patégenas es el RFLP de DNA gendmico con el uso de sondas
moleculares compuestas (Lockhart y col, 1997., Enger y col, 2001., Joly y caol,
1999). Estas sondas se encuentran conformadas por regiones de DNA repetitivo y
disperso a través del genoma, y ademas por secuencias menos variables. El alto
nivel de sensibilidad de esta metodologia ha permitido incluso detectar fenébmenos

de microevolucion en cepas de Candida albicans vy otras levaduras (Franzot y col,
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1998., Geey col, 2002).

En el presente trabajo se desarroll6 una metodologia de alta sensibilidad
para la caracterizacion del genoma de cepas vinicas de Saccharomyces cerevisiae
que permitiria identificar y estudiar fendmenos de microevolucion dentro de esta
especie, a través de la utilizacién de secuencias de DNA repetitivo como sondas de

hibridizacion en experimentos de RFLP.



2. HIPOTESIS

2.1. Hipétesis de investigacion

Mediante el uso de RFLP, utilizando sondas compuestas por secuencias
repetidas y dispersas a través del genoma blanco seria posible diferenciar cepas de

Saccharomyces cerevisiae estrechamente relacionadas.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Establecimiento y evaluacion de marcadores moleculares que permitan

diferenciar cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae.

3.2. Objetivos especificos

1.

Obtenciéon de sondas compuestas de DNA a través del desarrollo de una
libreria gendmica de una cepa autdctona de S.cerevisiae.

Obtencién y andlisis de secuencias de DNA repetitivo que puedan ser
utilizadas como sondas en experimentos de RFLP.

Evaluacion de las sondas para la diferenciacion de cepas genéticamente

similares.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas

Un total de 17 cepas de levaduras vinicas de la especie Saccharomyces
cerevisiae fueron utilizadas para el estudio, 10 de ellas seleccionadas por
similitudes en sus patrones de restriccién del DNA mitocondrial (RFLP del mtDNA) y
otras 4 (una de ellas también en el grupo anterior) por la similitud de sus patrones
de cariotipo electroforético, CHEF (Vasquez C., 2005). Se incluyeron ademas 2
cepas de uso comercial tomadas al azar desde el cepario del Laboratorio de
Biotecnologia y Microbiologia Aplicada (LAMAP) de la Universidad de Santiago de
Chile, y la cepa autéctona L-16. Se incluyé ademas la cepa tipo YNN295 como
control de Saccharomyces cerevisiae.

Todas las cepas utilizadas se listan en la tabla 1.
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Tabla 1. Cepas utilizadas en el estudio

Cepas con idéntico patron de RFLP del mtDNA

a ) ) Localidad de
Cepa Nombre comercial Origen ) )
aislamiento
L-20 Chile INIA,Cauquenes
L-22 Chile INIA,Cauquenes
) Coronel Maule,
L-79 Chile
Cauquenes
Coronel Maule,
L-80 Chile
Cauquenes
L-531 Chile Pocilla,Cauquenes
L-532 Chile Pocilla,Cauquenes
L-1321 EC-1118, Lallemand Francia Champagne
LV-CB, DSM Food )
L-1333 o Chile Casablanca
Specialties
N°LWO05, DSM Food )
L-1334 o Francia Champagne
Specialties
Up30Y5, DSM Food ) )
L-1335 o Francia Bourgonia
Specialties

Cepas con similitud en patron de cariotipo electroforético, CHEF

L-165

L-169

L-494

L-531

Chile

Chile

Chile

Chile

Panguillemu,

Cauquenes

Panguillemu,
Cauquenes
Panguillemu,
Cauquenes
Pocilla,

Cauquenes
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Cepas control

ALG 804, DSM Food

L-1323 o Francia Champagne
Specialties
ALG 100, Golondrina )
L-1343 Francia
(DSM Food)
L-16 Chile Cauquenes
Cepa tipo Saccharomyces
L-1143 YNN295" patip - Y
cerevisiae
a) Nombre en el cepario del Laboratorio de Biotecnologia y

Microbiologia Aplicada (LAMAP), Universidad de
Santiago de Chile.

b) Cepa de laboratorio
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4.2. Medio de cultivo

Todas las cepas del punto 4.1 fueron cultivadas en medio YPD a 27° C por

15-18 h. La composicion del medio puede ser revisada en el anexo 1.

4.3. Aislamiento de DNA

4.3.1. Extraccion de DNA total

La extraccién de DNA gendmico de levaduras fue realizado a través del
Wizard® genomic DNA Purification Kit (PROMEGA), de acuerdo a las instrucciones
del fabricante, con algunas modificaciones. Para esto, cada cepa fue crecida en
5mide medio liquido YPD por 15-18 h a 27° con agitacién (Multitron, Infors AG).
Las células fueron colectadas por centrifugacion a 13000rpm por 2 min
(microcentrifuga 5415D, Eppendorf) en microtubos de 1,5ml (Axigen), y
posteriormente resuspendidas en 300 ul de EDTA 50mM. La suspension se trato
con 10 ul de zimoliasa 20T (Seikagaku Corporation) a 20 mg/ml por 60 min a 37°C
con agitacion a 400rpm (Termomixer Comfort y Compact, Eppendorf). Los
esferoplastos fueron colectados por centrifugacion a 13000rpm por 2 min y
resuspendidos en 400ul de la solucion nuclei lysis solution y 133ul de la solucién
protein precipitation solution. La mezcla se agité vigorosamente en vortex por 1 min
e inmediatamente puesta en hielo. Luego de 30 min se centrifugé a 13000rpm por
15 min a 4°C (Universal 32 R, Hettich; rotor 1653) y el sobrenadante que contiene el
DNA fue traspasado a un microtubo limpio que contenia 300ul de isopropanol a
temperatura ambiente. Se mezclé por inversion hasta observar la precipitacion del
DNA. Los tubos fueron centrifugados a 13000rpm por 2 min con el fin de colectar el

DNA precipitado, descartando el sobrenadante y el precipitado fue lavado 2 veces
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con 300 ul de etanal frio al 70%. EI DNA fue secado y rehidratado con 50 ul de TE
pH 7.,4.

Las muestras de DNA fueron cuantificadas mediante electroforésis en geles
de agarosa al 1% en TBE 0.5x a 80 volt (camara Bio Rad), utilizando como
marcador de peso molecular DNA de fago lambda digerido con la enzima Hindlll
(Promega), y guardadas a 4°C.

La concentracion de DNA obtenida por esta metodologia fue

aproximadamente de 100 ng/ul.

4.3.2. Aislamiento DNA de levadura de alto peso molecular

Se procedié de acuerdo al método descrito por Piper P., 1996, con algunas
modificaciones.

Se inoculd 1L de YPD (2 matraces de 1L con 500ml de YPD cada uno) con
la cepa S.cerevisiae L-16 y se creci6 hasta obtener una ODgo: 0.6-0.8.
Posteriormente, las levaduras fueron colectadas en tubos de 80 ml (NalGene), por
centrifugacion a 1500g por 5 min. El precipitado colectado se resuspendié en 20ml
de TE y se colectd por centrifugacion a 1500g por 5 min. El sobrenadante fue
eliminado y las células fueron resuspendidas en 15 ml de tampén SC (ver anexo 1)
e incubadas a 30°C con agitacidn por aproximadamente 60 min. La calidad de los
esferoplastos fue chequeada cada 15 min por observacion microscopica, hasta
obtener lisis con la adicion de agua destilada. Los esferoplastos se colectaron
centrifugando a 2000 rpm por 5 min, y lavados 2 veces en tampén Sorbitol-Tris-
HCI (anexo 1). La solucién obtenida se centrifugd por 5 min a 2000rpm vy el
precipitado fue resuspendido en tampén TES (anexo 1) e incubado a 37°C por 60

min, luego 15 min a 65°C. Se enfri6 a temperatura ambiente La solucion fue
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transferida a tubos de ultracentrifuga de 15ml (COREX) (7.5 ml por cada tubo
COREX). Se afadi6 1 volumen fenol:cloroformo 1:1, mezclando por inversion
hasta formar solucién blanca. Se centrifugé 15 min a 6000g (rotor Hettich 1620A).
La fase acuosa fue transferida a un tubo limpio COREX y extraida nuevamente con
1 volumen de fenol:cloroformo 1:1, tal como antes. La fase acuosa nuevamente fue
transferida a un tuvo limpio y re-extraida con cloroformo, centrifugando 15 min a
6000g. El sobrenadante se precipitd con 2 volimenes de etanol absoluto, y se
mantuvo en hielo por 30 min. EI DNA precipitado se colecté con espatula y se
transfirié a un tubo limpio de 1.5ml con 500ul TE: RNAsa A (1 ug/ml), incubando a
37°C por 30 min. Se extrajo nuevamente con fenol.cloroformo y luego con
Cloroformo. A continuacion, se precipitd el DNA con 0.04 volumenes 2M Acetato de
Sodio y 2 volumenes de etanol absoluto, manteniendo la solucién en hielo por 30
min. EL DNA precipitado se colectdé centrifugando a méaxima velocidad (13.200
rpm) por 10 min, eliminado el sobrenadante completamente. El secado del DNA fue
realizado a 50°C por 15 min, y finalmente resuspendido en 1.5 ml de TE por cada

tubo.

4.4. Construccioén de libreria genémica

La libreria se construyé empleando el sistema LambdaGEM®-11 BamH 1

Arms/Packagene® System (Promega) de acuerdo a sus instrucciones.
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4.4.1. Establecimiento de las condiciones de digestion parcial

Se realiz6 una digestion parcial del DNA de la cepa S.cerevisiae L-16
obtenido en el punto 4.3.2 con la enzima de corte frecuente Bspl43l, la cual deja
extremos compatibles con BamHI. En este paso, 10 tubos conteniendo 1ug de DNA
fueron tratados con diluciones seriadas de enzima entre 0 y 1 unidades por 1 hora a
37C. Luego de transcurrido el tiempo de incubacién, se detuvo la reacciéon
agregando EDTA pH 8.0 a una concentracion final de 20mM.

Las muestras se analizaron mediante electroforésis en gel de agarosa al 1%
en tampdn TBE, y se compararon los tamafios de los fragmentos de restriccion con
el marcador de peso molecular Lambda DNA/Hindlll (Promega), y se seleccioné la

concentracion de enzima que proporcionaba los tamafios de fragmentos deseados.

4.4.2 Escalamiento y purificacion de fragmentos de digestion parcial.

El procedimiento descrito en el punto anterior se escalé para ser realizado
con una cantidad de 10ug de DNA, manteniendo las proporciones de todos los
reactivos. La digestién se realiz6 por 1 hora a 37°C y se comprobo el resultado
mediante electroforésis en gel de agarosa, tal como en el punto anterior. El rango
de fragmentos de DNA deseados se escindid del gel de agarosa con ayuda de un
bisturi y se purific6 como fue descrito por Boyle (1995). Para esto el fragmento de
gel escindido fue solubilizado a 55T en presencia de 2 volimenes de Nal 3M.
Luego se agrego 20 ul de silica (Sigma), se mezclé en vortex y se incubd a

temperatura ambiente por 10 min. La solucién se centrifugé a 13.000 rpm por 2
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min, y se descartd el sobrenadante. El precipitado fue resuspendido en 20 ul de
agua bidestilada y centrifugada a 13.000 rpm por 2 min. El sobrenadante fue

recuperado y almacenado a 4T hasta su uso.

4.4.3. Clonamiento de fragmentos en el vector

La libreria fue construida utilizando el LambdaGEM®-11 BamH |
Arms/Packagene® System (Promega) de acuerdo a las instrucciones del proveedor.
Para esto 1ug de DNA de vector fue mezclado con 1ug de DNA proveniente de la
digestion parcial (punto 4.4.1.) en presencia de 1lul de tampon ligasa 10X. 3
unidades Weiss fueron empleadas para la reaccion de ligamiento en un volumen

de 10ul. La incubacion fue realizada durante toda la noche a 4<C.

4.4.4. Empaquetamiento de DNA ligado

Extracto viral congelado a -86T fue descongelado | entamente en hielo. Tan
pronto como el extracto se descongel6 5ul de la reaccién de ligamiento del punto
4.4.2 fueron agregados y mezclados por inversion. La mezcla se incubd a 22°C por
3 h. Una vez transcurrido el tiempo se afiadié 445 ul de tampoén de fago y 25 ul de

cloroformo. Se homogeneiz6 por inversion.

4.45. Titulo viral

Se realizaron diluciones de la reaccion de empaquetamiento desde 10
hasta 10®. A cada una de estas diluciones se afiadié 100 ul de E.coli KW251. Se

incub6 por 30 min a 37T y se afiadid6 3ml de agarosa top (fundida a 45<C), se
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mezclé por inversion y se agregd sobre placas de petri de 9.5 cm de didmetro con
medio LB (suplementadas con 10mM MgSQ,). Se incubd6 por 12-15 ha 37<C.
Como control de empaquetamiento se utilizé el vector Lambda cl857 Sam7, y como
control de ligamiento el plasmido pTI11. Estos controles se titularon usando como
huésped la cepa de E.coli LE392.

Las cepas de E.coli se crecieron en medio LB (suplementado con 0.2% de
maltosa y 10mM MgSOQ, ) a partir de una colonia aislada, hasta una ODggo: 0.6-0.8

La cepa KW251 fue crecida y mantenida en presencia de tetraciclina (15ug/ml ).

4.4.6. Transferencia de fagos a membranas

Sobre la placa de petri a transferir fue colocada una membrana de Nylon
(Immobilon-Ny+ Charged Nylon Transfer Membrane, Millipore) por 5 min, marcando
con una aguja puntos asimétricos para recordar la orientaciéon. Una vez removida la
membrana se dejé secar a temperatura ambiente por 20 min.

Se dispusieron 3 recipientes con papel filtro saturado conteniendo:
a. Recipiente 1: 0.2M NaOH, 1.5M NacCl
b. Recipiente 2: 0.4M Tris-HCI (pH 7.6), 2X SSC
c. Recipiente 3: 2X SSC
Se colocd la membrana en el recipiente 1 por 2 min. Se transfirié la membrana
al recipiente 2 por 2 min. La membrana se traspaso6 al recipiente 3 y se mantuvo
en el por 2 min. Se dej6 secar al aire por 5 min y se fijé por exposiciéon a luz UV

(TCP-20.M, Vilber Lourmatpor 1 min.
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4.4.7. Preparacion de lisado para aislamiento de DNA viral

La amplificacion viral para extraccion de DNA se realizé mediante el método
de placa de lisis. Con una punta de micropipeta recortada se aislo la placa de lisis
de interés depositandola en un microtubo de 1.5ml (Axigen) con 100ul de tampdn
fago y se incub6 durante toda la noche a 4. 50ul del virus eluido fueron
mezclados con 100ul de E.coli KW251 e incubados 30 min a 37°C, luego de lo cual
se agreg6 a un tubo de ensayo con 3ml de agarosa top y esta mezcla sobre una
placa de petri con medio LB. La placa se incubo a 37°C hasta que las placas de lisis
fueran confluentes. La placa se cubrié con 3ml de tampon SM y con una espatula
se removi6 la agarosa Top (cuidando de no sacar agar inferior) y se transfirid a un
tubo de 50 ml (Nalgene). La agarosa Top se incubd a temperatura ambiente con
agitacion esporadica por 30 min y se centrifugé a 9000 rpm (rotor Hettich 1620A)
por 10 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se traspasoé a tubos limpios de 1.5 ml
(2 ml por tubo) con 0.3% v/v de cloroformo en cada tubo. El lisado fue guardado a

4°C hasta su utilizacion.

4.4.8. Aislamiento de DNA recombinante

A cada tubo se agregé DNAsa y RNAsa a una concentracion final de lug/ml
y se incub6 a 37T por 1 hora. Por cada ml de lisad o se afiadié 0.06g NaCl y 0.09g
de polietilenglicol, mezclando en Vortex hasta disolver totalmente. Esta solucion se
incub6é por 1 hora en hielo. El precipitado fue recuperado por centrifugacion a
13200rpm (Hettich Universal 32R, rotor 1653) por 20 min. El sobrenadante se
descartd y se dejo secar el tubo sobre papel absorbente de forma invertida durante

10 min. El precipitado se resuspendié en 100ul de tampdn fago y se mezclé en
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vortex. Por centrifugacién a 8000g por 2 min a 4°C se eliminé el sedimento vy el
sobrenadante fue traspasado a un tubo nuevo con 1ul SDS 10% y 1ul EDTA 0.5M
(pH 8) e incubado a 68°C por 15 min.

Para extraer el DNA se afiadid 1 volumen fenol:cloroformo 1:1 saturado
con TE a pH 8 y se centrifugd a 13200 rpm por 5 min. La fase superior se traspasé
a un tubo nuevo y se repiti6 el procedimiento. Luego se agregd un volumen de
cloroformo y se centrifugd a 13200 rpm por 5 min. La fase acuosa se traspaso a un
tubo limpio y el DNA se precipitd con un volumen de isopropanol por una hora a -
20C. EL DNA precipitado fue recuperado por centri fugacion a 13200 rpm por 10
min a 4°C. Cuidadosamente se eliminé el sobrenadante y el precipitado fue lavado
con 100ul de etanol 70% vy recuperado nuevamente por centrifugacion, el
sobrenadante fue eliminado, el precipitado secado por 15 min a temperatura

ambiente y rehidratado en 50ul de TE pH 8.0.

4.5. Digestion DNA

4.5.1. Digestion DNA total

DNA de cada cepa obtenido en el punto 4.3.1 fue sometido a digestion con
las enzimas de restriccién BamHI y Xbal (Promega). Para este efecto, una mezcla
de reaccion fue preparada conteniendo 1ug de DNA, 2ul de tampdn de enzima, 1
unidad de enzima y agua hasta completar un volumen final de 20 ul. La reaccion se
llevd a cabo por incubacién a 37°C por 3 h (Termomixer Comfort y Compact,
Eppendorf).

El resultado de la reaccion se verific6 mediante electroforesis en gel de

agarosa en TBE 0.5x a 80 volt de una alicuota de 2ul de reaccién.
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4.5.2. Digestion del DNA mitocondrial

Los datos de digestion de DNA mitocondrial fueron obtenidos de los trabajos
realizados por Gac S., (2004) y Vasquez C., (2005).

1lug de DNA de cada cepa fue incubado por 3 hrs. a 37 en presencia de
1U de enzima Hinfl. Luego de la incubacion, el resultado de la digestién fue
chequeado mediante electroforésis en gel de agarosa al 1% en tampén TBE, y

visualizado mediante tincién en bromuro de etidio.

4.6. Obtencién de sondas mediante bioinformatica.

Las secuencias empleadas fueron obtenidas desde la base de datos del

genoma de Saccharomyces (www.yeastgenome.org). El andlisis de las secuencias,
alineamientos y comparacion de secuencias fueron realizados a través del
programa BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit). A partir de estos analisis se
disefiaron partidores para ser empleados en reacciones de PCR.
Las reacciones de PCR fueron desarrolladas con los partidores listados en la tabla
2. Para esto se realiz6 una denaturacion inicial del DNA a 95 por 5min, seguido
de 35 ciclos de amplificacion con denaturacién a 95 por 5min, apareamiento de
partidores a 55T por 5min y elongacién de 2min a 7 2<C. Luego de los 35 ciclos se
realiz6 una elongacion final a 72<C por 10min.

Las sondas empleadas en este trabajo son listadas en la tabla 2.

4.7. Marcaje de sondas

DNA a ser utilizado como sonda fue marcado con digoxigenina de acuerdo
al kit DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche).

lug de DNA templado fue diluido a un volumen final de 16ul con agua
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bidestilada estéril. EI DNA fue desnaturado por ebullicion por 10 min y enfriado en
hielo. 4ul de la solucion Dig-High Prime fueron agregados al DNA denaturado. Se
centrifugd por 15 s (microcentrifuga 5415D, Eppendorf) y se incubd toda la noche a
37<. La reaccioén se detuvo calentando por 10 min a 65C (Termomixer Comfort y

Compact, Eppendorf).
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Tabla 2. Sondas utilizadas en el estudio

Nombre Gen Notas y referencias
pEL50 ERR1 Enolase-related repeat (Liti y cols,
2005) °
pRED552 PAUG6 (Liti y cols, 2005)"
pRED556 YCLW 01l (Liti y cols, 2005)°
X Core X Amplificada por PCR
FXO01 5’-atatttggggccgccgaat-3’
RX01 5’-catacgcacaccggatgcttc-3’
Delta® delta Amplificada por PCR
DeltaF1 5'-tgttggaataaaaatccac-3’
DeltaR1 5’-aattgttgggattccattg-3’
25SrDNA*® 25SrDNA Amplificada por PCR
RDNA25-F 5'gcatatcaataagcggagga3’
RDNAZ25-R 5’-gctatcggtctctcgecaat-3'.
REP3? 15kb Obtenida desde libreria genémica,

cromosoma VI

cepa L-16 de Saccharomyces

cerevisiae.

a) Sonda obtenida en este trabajo.

b) Sondas amplificadas por PCR desde el plasmidio de la referencia

con los partidores M13F y M13R.
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4.8. Southern Blot

4.8.1. Transferencia de DNA a membrana para Southern Blot

DNA digerido en el punto 4.5.1 fue sometido a electroforesis en gel de
agarosa 0.8% en tampon TAE a 100volt. EL gel fue depurinado por 15 min en HCI
0.25N con agitacion constante, lavado dos veces con agua y denaturado por 30 min

en NaOH 0.5N.

El gel fue transferido a una membrana de nylon mediante vacio utilizando el
Vacuum Blotter Model 785 (BioRad) por 90 min a 5” Hg de presién en tampén SSC

10x. EI DNA fue fijado por exposicion luz UV por 1 min (TCP-20.M, Vilber Lourmat).

4.8.2. Hibridizacion

Las hibridizaciones se realizaron de acuerdo al protocolo del kit DIG-High
Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche).
La temperatura de hibridizaciéon se calcul6 de acuerdo al porcentaje de

homologia de la sonda con el blanco, ademas de su contenido GC de acuerdo con

Tm =49.82+0.41(%GC)-(600/I) (I=longitud de sonda en pares de bases)

Topt =Tm-25°C

Se precalentd un volumen apropiado de DIG Easy Hyb (10ml/100 cm? de
membrana) a la temperatura de hibridizacién. La membrana fue prehibridizada por
30 min con agitacion constante a la temperatura de hibridizacion (HB-500 Minidizer,

UVP). 25 ng de sonda por cada ml de Dig Easy Hyb fueron denaturados por
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ebullicién durante 5 min y enfriados en hielo. La sonda asi denaturada fue
agregada a un volumen apropiado de Dig Easy Hyb (3.5ml/100 cm? de membrana)
precalentado a la temperatura de hibridizacién. La solucién de prehibridizacion fue
eliminada y agregada la mezcla de hibridizaciéon. Se incubé toda la noche a la

temperatura de hibridizacion.

4.8.3. Deteccion inmunolégica

Luego del proceso de hibridizacién se realizaron dos lavados de 15 min
cada uno a 65T en presencia de SSC 2X y 1% de SDS. Todo el proceso de
deteccién es descrito para una membrana de 100 cms®? y se realiz6 a una
temperatura de 35T en agitacion (HB-500 Minidizer, UVP). Luego de lo anterior se
lavé la membrana durante 1 min en tampoén de lavado. La membrana fue bloqueada
durante 30 min en 100 de solucion de bloqueo. Posteriormente se descartd esta
solucién y se tratdé la membrana con 20 ml de solucién de anticuerpo durante 30
min, después de lo cual se lavé la membrana 2 veces por 15 min con 50 ml de
tampon de lavado. La membrana se equilibré en tampoén de deteccion durante 5
min. Posteriormente, la membrana se colocdé sobre una lamina de plastico
transparente con el lado del DNA hacia arriba; sobre ésta cara se agregé 1 ml de
CSPD ready-to-use (ROCHE) e inmediatamente se cubri6 con otra lamina de
plastico, esparciendo el exceso de liquido y eliminando la formacién de burbujas. La
membrana se dejo entre 15-25T por 5 min y luego se sellaron los bordes de las
laminas de plastico. De esta forma se incubd la membrana a 37T durante 15 min
para aumentar la reaccién de luminiscencia. La membrana fue expuesta durante 20
min a una placa radiografica CP-BU New (AGFA) o durante 45 min en una placa

CP-GL (AGFA)
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4.9. Cariotipo electroforético

Los datos de cariotipo electroforético fueron obtenidos desde los trabajos
realizados por Gac S., (2004) y Vasquez C., (2005), a excepcion del analisis de
presencia cromosomal de la sonda Rep3. Para esto, cultivos de 50 ml en YPD
fueron crecidos a 27°C toda la noche. Las células se colectaron por centrifugacion a
3000 rpm por 5 min (Hettich Universal 32R, rotor 1620A) y se lavaron dos veces
con EDTA 50mM pH 8,0. Luego, las células se resuspendieron en 1 ml de EDTA 50
mM pH 8,0 y se incubaron con 2,5 mg de zimoliasa 20T (Seikagaku Corp.) por 10
min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se mezclaron con 3ml de
agarosa de bajo punto de fusiéon al 1% en EDTA 125 mM previamente fundida y
mantenida a 42°C y rapidamente la mezcla se vertié6 en moldes para generar asi
blogues de agarosa que contendran los cromosomas intactos de levadura. Estos
blogues se mantuvieron sumergidos en solucion LET con 2 mg de zimoliasa 20T
por 16 h a 37°C. Luego se lavaron los bloques dos veces con EDTA 50mM y se
incubaron durante 24 h a 50°C en solucibn NDS conteniendo 0,5mg/ml de
proteinasa K (Invitrogen). Finalmente, se realizaron seis lavados con TE a intervalos
de 30 min, tres a 50°C y tres a temperatura ambiente. Los bloques fueron
conservados en EDTA 50 mM pH 8,0 a 4°C.

La separacion de las bandas cromosdomicas se realiz6 mediante
electroforesis de campo pulsado en un gel de agarosa al 1% en TBE 0,5x,
utilizando un aparato CHEF DRIIl (Bio-Rad), con el siguiente programa: el primer
bloque con un pulso de 60 s por 12 h y el segundo de 120 s por 12 h, ambos a 6

V/cm, 14 °C, y un angulo de 120°.
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencién de sondas compuestas de DNA a través del desarrollo de una
libreria gendémica de una cepa autdctona de S.cerevisiae.

5.1.1. Construccién de libreria gendmica de la cepa autdctona de Saccharomyces
cerevisiae L-16.

Con el fin de obtener fragmentos de DNA repetitivo directamente desde
DNA gendmico de una cepa de Saccharomyces cerevisiae se construy6 una libreria
gendmica. Esta libreria fue construida en el vector LambdaGem a partir de DNA de
la cepa autéctona de Saccharomyces cerevisiae L-16.

Para evitar la clonacién de una secuencia mas de una vez dentro de un
mismo clon, se seleccionaron fragmentos de digestion sobre los 9 kb y bajo los 20
kb que es el limite de clonamiento del vector utilizado. Para esto se establecieron
las condiciones O6ptimas de reaccion con una enzima de corte frecuente, en este
caso Bsp143l, variando la concentracion de ésta entre 0 y 1 unidad por ug de DNA
(Figura 1). La concentracion 6ptima seleccionada fue de 0.0075 U/ug de DNA.
Posteriormente, la reaccién fue escalada a 10ug de DNA, manteniendo las
proporciones del resto de los componentes. Esta reaccién fue verificada por
electroforesis y el rango de fragmentos de DNA requerido fue escindido del gel y

purificado.
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Figura 1. Determinacién de condiciones de digestion parcial de DNA de la

cepa autéctona de Saccharomyces cerevisiae L-16.

Electroforésis en gel de agarosa al 1% visualizado por tincion en Bromuro de etidio.
La digestion del DNA se llevé a cabo utilizando concentraciones desde 0 hasta 1
unidades (U) de la enzima Bspl143l por pg de DNA, por 3h a 37<C. Carril 1, 1U;
carril 2, 0.5U; carril 3, 0.25U; carril 4, 0.125U; carril5, 0.06U; carril 6, 0.03U; carril 7,
0.015U; carril 8, 0.0075U; carril 9, 0U. M, DNA de fago Lambda digerido con enzima
Hindlll como marcador de peso molecular, cuyos tamafios de fragmentos en pares
de bases (pb) se indican a la izquierda de la figura.

pb

23130
9416
6557
4361

2322
2027
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En primera instancia se utiliz6 como huésped para amplificar la libreria
gendmica la cepa de E.coli LE392, con la cual se observé una baja eficiencia de
clonacién (1x10? pfu/ml). Debido a que se ha reportado que ciertos clones con DNA
recombinante eucarionte son incapaces de replicarse en huéspedes de genotipo
rec+, como es la cepa LE392 (Nader y cols., 1985), nosotros empleamos como
segunda alternativa para amplificar la libreria, la cepa KW251, obteniendo un titulo
viral de 2x10° pfu/ml. El control de empaquetamiento se amplific en la cepa LE392
con un titulo viral de 1x10%pfu/ml.

Con el fin de verificar el tamafio de inserto, nueve clones generados del
proceso de titulacion fueron tomados al azar, incluyendo uno de la placa control,
extraido su DNA y digerido con la enzima BamHI (Figura 2). Luego de la digestién
se obtuvieron 2 fragmentos de 20kb y 9kb correspondientes a los brazos izquierdo y
derecho, respectivamente, del fago lambda utilizado como vector de clonamiento. El
fragmento intermedio, correspondiente a los fragmentos de DNA clonado de S.
cerevisiae, mostro un tamafio promedio de 15kb.

La probabilidad de encontrar una secuencia de DNA representada en la
libreria puede ser calculada por la ecuacion: In(1-P)/In(1-f)=N , donde
N= namero necesario de recombinantes.

P=probabilidad de que la secuencia se encuentre en la libreria.

f= proporcién del genoma representado en un recombinante.

El tamafio del genoma de Saccharomyces cerevisiae es de 12 Mb, sin
embargo, la cepa L-16 empleada para construir la libreria ha mostrado evidencias
de ser diploide. Estas evidencias se basan en resultados obtenidos por nuestro
grupo de trabajo en los cuales se han obtenido esporas con una viabilidad que
supera el 90%, por lo que el tamafio del genoma diploide seria de 24 Mb.

Con un tamafio de inserto promedio de 15kb y un 99% de encontrar una

29



Resultados

secuencia en la libreria, el tamafio de la genoteca debe ser de:

In (1-0.99)/In (1- (1.5 x 10*/ 2.4 x 10") = 7.4 x 10° recombinantes.

Un total de 30 placas de petri fueron generadas, con una densidad de
aproximadamente 400 placas de lisis cada una, obteniendo una genoteca de
aproximadamente 12000 clones, lo que representaria 1.6 veces el genoma diploide

de Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 2. Evaluacion del tamafio promedio de los ins  ertos

Electroforésis en gel de agarosa al 1% de un ejemplo de andlisis de restriccion de
tres clones recombinantes de la libreria genomica en fago lambda de la cepa L-16.
Carril 1 y 10: DNA fago A digerido con la enzima Hindlll como marcador de peso
molecular. Carriles 3, 5 y 7: DNA obtenido a partir de placas de lisis, sin digerir.
Carriles 2, 4 y 6: DNA obtenido a partir de placas de lisis digerido con la enzima
BamHI. Carril 8: DNA control de fago lambda digerido con BamHI Carril 9: DNA
control de fago A sin digerir.

pb
23130

9413
6557

4361

2322
2027
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5.1.2. Identificacién de clones de rRNA.

Todos los genomas eucariontes contienen genes repetitivos que codifican
para RNA ribosomal (rRNA), con secuencias de alta homologia y regiones
intergénicas, agrupados en uno o dos cromosomas. El genoma de Saccharomyces
cerevisiae posee aproximadamente 150 copias del gen para rRNA, que se
encuentran repetidos en tandem en el cromosoma XII. Por este motivo es necesario
descartar a los clones portadores de secuencias ribosomales quienes no aportan
gran informacion para diferenciar aislados estrechamente relacionados.

Con este fin se disefiaron un par de partidores para la amplificacion por
PCR de una region de 300 pb de la secuencia que codifica para rRNA 26S (tabla 2).
El producto de la reaccion de PCR fue secuenciado y comparado mediante BLAST
obteniéndose un 95% de identidad en 243pb con el gen de rRNA 26S de
Saccharomyces cerevisiae (figura 3). Este producto fue hibridizado contra las
placas de lisis obtenidas en el punto 5.1.1 transferidas previamente a una
membrana de nylon, descartandose todos aquellos clones que presentaron sefial

con esta sonda (figura 4).
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Figura 3. Verificacion de sonda 26S mediante secuen  ciacion.
Alineamiento de la secuencia amplificada con los partidores disefiados (sbjct) con
la secuencia de rDNA 26S de Saccharomyces cerevisiae (26S) mediante el

programa Blast.

>gb| AY601161. 1| Saccharonyces cerevisiae strain 25760 26S ribosomal RNA
gene,

partial sequence

Length = 559

Score = 349 bits (176), Expect = 3e-093
ldentities = 233/ 243 (95%, Gaps = 3/243 (1%
Strand = Plus / M nus

26S : 42 gcggcaaaagctcaaatttgaaatctggtcccttcggtgecccgagttgtcatttggegtc 101
_ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII CEPEEETETEEE e rerrrr |
Sbj ct: 524 gcggcaaaagct caaattt gaaat ctggtaccttcggtgcccgagttgtaatttggaga- 466
26S : 102 g gttccttggaacaggccgt catagt cgggtg 161
_ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIII FEEEEEE T
Sbjct: 465 g at gttccttggaacaggacgt cat aga- gggtg 407
26S : 162 agaat cccg- gt ggcgaggagtgcggttctttgtaaagtgectt cgaagagt cgagttgt 220
CEEEEEEEE Peee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbj ct: 406 agaat cccgt gt ggcgaggagt gcggttctttgtaaagt gcctt cgaagagt cgagttgt 347
26S : 221 ttgggaatgcagctctaagtgggt ggt aaatt ccat ct aaagct aaat at t ggcgagaga 280
_ CEECETEEEEEr e ey e e e e e e e e e et r e e e e e e e ey
Sbj ct: 346 ttgggaatgcagctctaagtgggt ggt aaatt ccat ct aaagct aaat at t ggcgagaga 287

26S : 281 ccg 283

Sbjct: 286 ccg 284
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Figura 4. Identificacién de clones portadores de s  ecuencias repetitivas de

DNA.

Hibridizacién de clones de la genoteca de L-16 con sondas de DNA repetitivo.

(A), fotografia de placa Petri conteniendo placas de lisis de la genoteca construida
en fago lambda. (B), placas bioluminiscentes de duplicados de membranas de nylon
conteniendo placas de lisis de la genoteca de L-16, e hibridizadas con DNA total y

rDNA. R, clones ribosomales; G, clones de DNA gendmico repetitivo.

A B

DNA total R rDNA
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5.1.3. Identificacién de clones de DNA repetido

Una vez identificados los clones portadores de secuencias de DNA
ribosomal se procedid a identificar aquellos clones portadores de secuencias
gendmicas repetidas. Para esto se hibridizé una réplica de la membra de Nylon
empleada en el punto anterior con DNA gendmico total.

Nueve clones de la genoteca, denominados Repl a Rep9, presentaron altas
sefiales de hibridizacion contra DNA gendmico total y no presentaron homologia
con DNA ribosomal (figura 4).

Con el fin de caracterizar los clones aislados de la libreria gendmica se
procedié a la secuenciacion de cada clon, y la secuencias nucleotidicas obtenidas
fueron comparadas entre ellas y mediante BLAST con las bases de datos
disponibles.

De estos resultados se descartaron los clones Rep2, Rep5, Rep6,
Rep7, Rep8 y Rep9 por ser homologos entre ellos (figura 5) y con el plasmido 2. de
Saccharomyces cerevisiae (Figura 6). Este plasmido de 6.3kb presenta cerca de 60
copias por célula con una maquinaria compleja de replicacion, con una alta fidelidad
en la propagacién, por esto Ultimo su utilidad en estudios de diferenciacion de

cepas es muy baja, por lo que se decidié descartar estos clones del estudio.
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Figura 5. Alineamiento de las secuencias parciales de clones repetitivos

Rep2, Rep5, Rep6, Rep7, Rep8 y Rep9.
Alineamiento de las secuencias parciales de los clones Rep2, Rep5, Rep6, Rep7,

Rep8 y Rep9 correspondientes a los primeros 400pb de los extremos 5’ de cada

Inserto.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

BT R R R P Rl REEIE ) ST Rl e IRl IRl R It ATt Il Tl Rl I |

Rep2 ACCGATGITCTGCCTTTGCTGAGCCGATCATTAGAGT AACAAAAGAGT - GGTAAGGCCTCGT T- AAAGGACAAGGACCTG AGCGGAAGT GTATCGT Al
Rep5 CTATAGAGTAACAAAAGAGT CGGT AAGGCCTCGT TTAAAGGACAAGGA CTCCAGCGGATGT GTATCGTACA
Rep6 CTATAGAGT AACAAAAGAGT CGGT AAGGCCTCGT T- AAAGGACAAGGACCT CCAGCGGATGT GTATCGTAGA
Rep7 CTATAGAGT AACAAAAGAGT CGGT AAGGCCT CGT TTAAAGGACAAGGACCTCCAGCGGATGT GTAT - - - ACA
Rep8 ACCGATGITCTGCCTTTGCTGAGCCGATCATTAGAGT AACAAAAGAGT - GGTAAGGCCTCGT T- AAAGGACAAGGACCTG AGCGGAAGT GTATCGTACA
Rep9 GTTCTGCCTTTGCTGAGCCGATCATTAGAGT AACAAAAGAGT - GGTAAGGCCTCGT T- AAAGGACAAGGACCTG AGCGGAAGT GTATCGTACA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

SRR PR R R BRI R RS R R R T R SR R R SR SRt el Rt Rer
Rep2 GIAGACGGAGTATACTAGTATAGICTATAG TCCGIGGAATTCTAAGT GCCAGCTTTATAATGITCATTCTCCTTACTACAGACCCGCCT GAAAGT AGA(
Rep5 GITCATGGAG ATACTAGTATAGICTATTCCT CCGIGGAATT CTAAGTGCCAGCTTTATAAT GTCATTCTCCTTACTACAGACCCGCCTGAAAGTAGACA
Rep6 GIAGACGGAGTATACTAGTIATAGI CTATTCCT CCGTGGAT TCTAAGI GCCAGCT TTATAATGT CATTCTCCT TACTACAGACCCGCCTGAAAGTAGACAC
Rep7 GIAGA GGAG ATACTAGTATAGICTATTCCT CCGIGGAATTCTAAGTGCCAGCTTTATAAT GTCATTCTCCTTACTACAGACCCGCCTGAAAGTAGACA
Rep8 GIAGACGGAGTATACTAGIATAGICTATAG TCCGIGGAATTCTAAGTGCCAGCTTTATAATGITCATTCTCCTTACTACAGACCCGCCTGAAAGTAGACA
Rep9 GIAGACGGAGTATACTAGTATAGICTATAG TCCGIGGAATTCTAAGTGCCAGCTTTATAATGICATTCTCCTTACTACAGACCCGCCTGAAAGTAGACA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
R R KRR EERE B EEET Rl BT R ERET BT RErE BRI B R el SR RIrel RErr S

Rep2 CATCATCATCAGTAAGCTTTGACAAAAAGCAT TGAGTAGCTAACTCTTCTATGCAATCTATAGCTGT TTTATAAGGCAT TCAATGGACAGATTGAGGT TT
Rep5 CATCATCATCAGTAAGCT TTGACAAAAAGCAT TGAGTAGCTAACTCTTCTATGCAATCTATAGCTGT TTTATAAGGCAT TCAATGGACAGATTGAGGT TT
Rep6 ATCATCATCAGTAAGCT TTGACAAAAAGCAT TGAGTAGCTAACTCTTCTATGCAATCTATAGCTGI TTTATAAGGCATTCAATGGACAGATTGAGGTITTT
Rep7 CATCATCATCAGTAAGCT TTGACAAAAAGCAT TGAGTAGCTAACTCTTCTATGCAATCTATAGCTGT TTTATAAGGCAT TCAATGGACAGATTGAGGT TT
Rep8 CATCATCATCAGTAAGCTTTGACAAAAAGCAT TGAGTAGCTAACTCTTCTATGCAATCTATAGCTGT TTTATAAGGCAT TCAATGGACAGATTGAGGT TT
Rep9 CATCATCATCAGTAAGCTTTGACAAAAAGCAT TGAGTAGCTAACTCTTCTATGCAATCTATAGCTGT TTTATAAGGCAT TCAATGGACAGATTGAGGT TT

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
IR ERRRE PEEE R R RREES TR BEEE TR PR TR IEr SRl e R SRR Rl BTl R R

Rep2 TTGAAACATACTAGTGAAATTAGCCT TAATCCCTTCTCGAAGT TAATCATGCAT TATGGTGT AAAAAA CGCGTTG CTCTACTTTTTH

Rep5 TTGAAACATACTAGTGAAATTAGCCT TAATCCCTTCTCGAAGT TAATCATGCAT TATGGT GT AAAAAATGCAACT CGCGT TGGCTCTACT TTGICCCGAA
Rep6 - TGAAACATACTAGTGAAATTAGCCT TAATCCCTTCTCGAAGT TAATCATGCAT TATGGT GT AAAAAATGCAACT CGCGT TGGCTCTACT TTGICCCGAA
Rep7 TTGAAACATACTAGTGAAATTAGCCT TAATCCCTTCTCGAAGT TAATCATGCAT TATGGT GT AAAAAATGCAACT CGCGT TGGCTCTACT TTGICCCGAA
Rep8 TTGAAACATACTAGTGAAATTAGCCT TAATCCCTTCTCGAAGT TAATCATGCAT TATGGTGT AAAAAATGCAACTCGCGI TG CTCTACTTTTTCCCGAA
Rep9 TTGAAACATACTAGTGAAATTAGCCT TAATCCCTTCTCGAAGT TAATCATGCAT TATGGTGT AAAAAATGCAACTCGCGI TG CTCTACTTTTTCCCGAA
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Figura 6. Analisis de secuencias de clon Rep2

Alineamiento de la secuencia parcial del clon Rep2 con secuencia del plasmido 2 de
Saccharomyces cerevisiae. Rep2, secuencia del clon Rep2; 2u, secuencia dada por

la base de datos correspondiente al plasmido 2 micras.

>gh| J01347. 1| YSCPLASM Saccharonyces cerevisiae 2 mcron circle plasmd,
conpl et e sequence
Length = 6318
Score = 1283 bits (647), Expect = 0.0
Identities = 735/ 756 (97%, Gaps = 3/756 (0%
Strand = Plus / Mnus

Rep2 : 10 ctgcctttgetgage- cgat catt agagt aacaaaagagt ggt aaggcct cgt t aaagga 68

CEECEETErEreee e reeet cee et e e e e e e e e e e e e e e e
2u : 2537 ctgectttget gaget ggat caat agagt aacaaaagagt ggt aaggcct cgtt aaagga 2478

Rep2 : 69 caaggacct gagcggaagt gt at cgt acagt agacggagt at act agt at agt ct at agt 128

CEECEETEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
2u : 2477 caaggacctgagcggaagt gt at cgt acagt agacggagt at act agt at agt ct at agt 2418

Rep2 : 129 ccgtggaattctaagtgccagctttataatgtcattctccttactacagacccgcctgaa 188

2u : 2417 ccgtggaattctaagtgccagctttataatgtcattctccttactacagacccgectgaa 2358

Rep2 : 189 agtagacacat catcatcagtaagcttt gacaaaaagcatt gagt agctaactcttctat 248

2u . 2357 agtagacacat cat cat cagt aagcttt gacaaaaagcatt gagt agct aactcttctat 2298

Rep2 : 249 gcaatctatagctgttttataaggcattcaat ggacagattgaggtttttgaaacatact 308

2u : 2297 gcaatctatagctgttttataaggcatt caatggacagattgaggtttttgaaacatact 2238

Rep2 : 309 agtgaaattagccttaatcccttctcgaagttaat catgcattat ggt gt aaaaaatgca 368

2u 1 2237 agtgaaattagccttaatcccttctcgaagttaatcatgcattat ggt gt aaaaaat gca 2178

Rep2 : 369 actcgcgttgctctactttttcccgaattt ccaaatacgcagctggggtgattgetcgat 428

CEECEETEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
2u 1 2177 actcgegttgectctactttttcccgaatttccaaat acgcagctggggtgattgetcgat 2118

Rep2 : 429 ttcgtaacgaaagttttgttttgt aaaaaccgcgaaaaccttctgtaacagatagatttt 488

2u : 2117 ttcgtaacgaaagttttg-tttat aaaaaccgcgaaaaccttctgtaacagatagatttt 2059

Rep2 : 489 tacagcgctgat at acaat gacat cagct gt aat ggaaaat aact gaaat at gaat ggcg 548

2u : 2058 tacagcgctgat at acaat gacat cagct gt aat ggaaaat aact gaaat at gaat ggcg 1999
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Figura 6.- (Continuacion) Analisis de secuencias de clon Rep2 .

Rep2 : 549 agagactgcttgcttgtattacgcaatgtattatgcagcacttccaccctatggtgtacg 608
CEECTETEEEE e re e tee e e e e e e e e e e e e e e e e

2u : 1998 agagactgcttgcttgtattaagcaatgtattat gcagcacttccaacctatggtgtacg 1939

Rep2 : 609 at gaaagt aggt gt gt aat cgagacgaccagggggactttt ccagtt cctgaccattata 668

CEECEETEEEE e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e 1t
2u : 1938 at gaaagt aggt gt gt aat cgagacgacaagggggacttttccagttcctgacaattata 1879

Rep2 : 669 agacatacaanacnttaccatttgcatttgttggacatgtactgaattaccgacgaccca 728

2u : 1878 agaaat acaaaacgttagcatttgcatttgttggacat gtact gaa-tacagacgacaca 1820

Rep2 : 729 cgggt aatt gaaaact acccggat t ggcct gat cct 764

RN N e R AR R AR RN
2u : 1819 ccggt aat t gaaaaagaact ggat t ggcct gatcct 1784
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El alineamiento de las secuencias parciales de los restantes tres clones
(Repl, Rep3 y Rep4) mostrd un alto grado de similitud entre ellos (figura 7). Segun
la comparacion de estas secuencias con la secuencia del genoma de
Saccharomyces cerevisiae disponible en www.yeastgenome.org, esta secuencia
corresponderia a una regién que comprende 15 kb del cromosoma VIII (Figura 8).
En ésta se encuentran 4 genes de funcion conocida (KEL1, PEX18, DNA2, SOL3),
los cuales también presentan homologia con otras regiones del genoma,
especificamente en el cromosoma VII, ampliando el nimero de blancos posibles de

la sonda.
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias parciales de clones repetitivos Repl, Rep3y

Rep4.

Alineamiento de las secuencias parciales de los clones Repl, Rep3 y Rep4 correspondientes

a los primeros 400pb de los extremos 5’ de cada inserto.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
AR DR DU DU DU DRROE DD DURSN DTN BN BN R DR DU DD BEUEE DE DS DR DR
>Repl AGOGACCGATAT- GAGCCTAACTTGTGACGACCTAAGTGTGCAACATTATTGATTATATCTTCGTT- ATGITGTTTG - CTTTCATTTTTCAACC TTTC
>Rep3  AGOGACCGACATAGAGCCTAACTGTGCACGAGCTAC TGCACAACATCATAGAATATATCTGOGT TCATGT TAGT TGAGCT TGCATTTACCAACCA - TTC
>Rep4  AGOC CGGATATTGAGCCTAACTGIG ACGCGCTAC ATCACAGCATCATTGATTATATCTGOGGG ATGTCGTATGCTTATCAGATTTTCAACC TTTC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

R DR DR DR DR BERUE DR DURSE DTN B BN BN BN B DD BESEE DES DRSS DRSS DR
>Repl ATTT TCTCTAC TCAAATT. - CTCATGTTCTATCTGTAGT- TCTTCAAGTTTTTCTTT. - GTAATTAGGCTCTAG - - - TTCTAAGGATTTAATTTTTT
>Rep3  ATTTGTCTCTACATCAAAGTATCTCATGTTCTATCTGTAGT- TCTTCAAGTTTTTCTTT- - GTAATTAGGCTCTAG - - - TTCTAAGGATTTAATTTTTT
>Rep4  GTGITTCTCTAC TCAAA TA- CTCATGTACTATCTGTAGTCTCTTCAAGT TCTGOCTTTGATAATAAGGCGT CGTGAGCT TCTAAGGATTTAATAAGAT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
>Repl CGTTCT- GAAATTGTATAACTTCATTTAGGT TCTCTATGTCTAAGAATTTGCTATTCACCAA. CTCTTCTAG CTCATTAACTTTATCTTCCAAGGAATG
>Rep3  CGTTCT- GAAATTGTATAACTTCATTTAGGT TCTCTATGTCTAAGAATTTGCTATTCACCAA. CTCTTCTAG CTCATTAACTTTATCTTCCAAGGAATG
>Rep4  CGOGAGAGAAATTGTATAACTTCATTTAGGT TCTCTATGTCTAAGAATTTGCT AT TCACCAAACT CTTCTAGACT CATNAACTTTATCT TCCAAGGAATG

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

R DR DU DN PSR DRRUR DR DURSE DTN BT BN B DR BN DI BESEE DEE DS DS DR
>Repl ATTATCTGCCTCTAG TATTTCACATTTTGATTGCAGTCTGACGGAATCCAAT TCATCTATTTCTTTCOGTTGT COCAGAAT TCTTCTGGGATTTTAACTG
>Rep3 ATTATCTGCCTCTAG TAGTGCACATTTTGATTGCAGTCTGACGGAATCCAAT TCATCTATTTCTTTCOGTTGT COCAGAAT TCTTCTGGGATTTTAACTG
>Rep4  ATGATCTGCONCTAGGTATCTCACATT TTGATTGCAGTCTGACGGAATCCAAT ACATCTAT TTGT TTCGGT GTCCCAGAAT GCTTCTGGGATTGTAACTG

410
>Repl CCATAGCTCOGTCTCT
>Rep3  CCATAGCTCOGTCTCTAA
>Rep4  CCATAGCTCOGNCTCTAA
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Figura 8. Esquema de la regidon cromosoémica homdloga a la sonda Rep3

obtenida desde la libreria genémica.

Diagrama de la region del brazo R del cromosoma VIII de Saccharomyces
cerevisiae donde se encuentra ubicada la region que abarca la sonda Rep3.
Demarcada en un recuadro rojo se encuentra la zona correspondiente a los 15kb
homoélogos a la sonda Rep3, que son mostrados en aumento en la parte inferior de
la figura.
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5.1.4. Andlisis de la sonda Rep3 mediante hibridizacién.

Con el fin de corroborar la presencia de la sonda Rep3 en los cromosomas
descritos en la base de datos se realiz6 un andlisis de cariotipo electroforético a 9
cepas de distinto origen geografico.

La hibridizacién de la sonda Rep3 sobre el cariotipo de estas cepas reveld
homologia de esta secuencia con los cromosomas VII, VIII, XIIl y XVI. Estos dos
ultimos cromosomas no eran esperados a partir de los analisis realizados mediante
Blast en la base de datos, lo que indica la posibilidad de ocurrencia de otras
secuencias homologas en estos cromosomas ademas de las existentes en los
cromosomas VIl y VIII. Este andlisis de hibridizacion reveld, ademas, diferencias en
la distribucion de las secuencias homologas entre distintas cepas analizadas. Cinco
cepas mostraron un idéntico perfil de hibridizacion, y Unicamente la sefial
correspondiente al cromosoma VIII se encontré presente en todos los aislados

(figura 9).
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Figura 9. Analisis Southern del cariotipo electrofo rético de cepas vinicas con

la sonda Rep3.

Placa bioluminiscente del cariotipo electroforético de cepas vinicas de
Saccharomyces cerevisiae hibridizadas con la sonda Rep3. Los cromosomas de
las cepas analizadas fueron separados en gel de agarosa al 1% durante 24h a
6V/cm, transferidos a una membrana de Nylon e hibridizados con la sonda Rep3.
Carriles 1, L-16; 2, L-20; 3, L-22; 4, L-531; 5, L-532; 6, L-1321; 7, L-1333; 8, L-

1334; 9, L-1143. A la izquierda de la figura se indica el nimero del cromosoma

correspondiente a cada sefial.

T : ,
E 1o 2. 3 4 R dfiede 8 4
| : ; lt '*.‘ ' " ? : :

i*_ e

Vi

XV
XIi

Vil

43



Resultados

5.2. Obtencion y andlisis de secuencias de DNA repetitivo que puedan ser
utilizadas como sondas en experimentos de RFLP.

Mediante el andlisis de la secuencia completa del genoma de
Saccharomyces cerevisiae, a través de la base de datos de esta levadura
(www.yeastgenome.org), se estudiaron posibles secuencias candidatas a ser
utilizadas como sondas de DNA repetitivo. De este andlisis se obtuvieron 3
secuencias repetitivas a través del genoma de la levadura, una correspondiente al
repetido terminal que flanquea los transposones Tyl y Ty2, & (delta), y otras 2
correspondientes a repetidos subteloméricos X' e Y'. Para cada una de estas
secuencias se disefiaron partidores especificos para su amplificacion por PCR.

Los partidores para la amplificacion de la sonda & fueron disefiados luego de
un alineamiento mdltiple de secuencias para obtener una sonda representativa del
elemento 6 distribuido en todo el genoma, el que presenta cerca de 200 copias.

Para conseguir la amplificacién de la region X' también fue necesario
realizar un alineamiento de las distintas secuencias y establecer una regién
consenso sobre la cual construir los partidores. Esto se debe a que la composicién
nucleotidica de esta region presenta variaciones de un cromosoma a otro. Por este
motivo, era de esperar que el producto de PCR a obtener estaria compuesto de
todos los tipos de secuencias X' del genoma, lo que se comprobd al secuenciar el
producto de PCR y analizar el cromatograma de secuenciacion (figura 10).

La region Y’ ha sido descrita en S.cerevisiae (Louis y cols., 1990, Louis y
cols., 1992, Louis y cols., 1994), sin embargo ninguno de estos estudios ha sido
realizado sobre levaduras de interés enoldgico. En el presente trabajo, no fue
posible obtener amplificados de esta region a través de PCR con los partidores

disefiados.
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Figura 10. Analisis de la secuencia de la region am  plificada por el partidor X'.

Extracto del cromatograma de la secuencia nucleotidica de la sonda X’

amplificada por PCR, compuesta por zonas consenso y zonas polimérficas.
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Otras secuencias repetitivas presentes a través del genoma de S.cerevisiae
incluyen a familias de multigenes y transposones.

Se emplearon dos sondas cuyo blanco son genes repetitivos (PAU6 y
ERR1) y una secuencia con blanco hacia el LTR o1 del transposén Ty5. Estas tres
sondas han sido clonadas y utilizadas en analisis de inferencia evolutiva a través
del complejo sensu stricto (Liti y cols, 2005), y en el presente trabajo fueron

amplificadas por PCR desde los plasmidos de clonamiento.
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5.3. Evaluacién de las sondas para la diferenciacion de  cepas
genéticamente similares.

17 cepas de Saccharomyces cerevisiae (tabla 1), fueron analizadas de
acuerdo a su patron de RFLP dado por las distintas sondas utilizadas (tabla 2).
Algunos de estos aislados que presentaron alta similitud en sus perfiles de DNA
fingerprinting, ya sea por electroforesis de campo pulsado o digestion de su DNA
mitocondrial, fueron diferenciados mediante el uso de sondas de DNA repetitivo
(figuras 11y 12), como se describe mas adelante.

Entre las cepas con similar patron de digestion del DNA mitocondrial (figura
11A), las cepas L-20 y L-22 mostraron igual patron de hibridizacion con todas las
sondas empleadas, corroborando el resultado obtenido a través de RFLP del DNA
mitocondrial. Lo mismo se observd con las cepas L-79 y L-80. Otras dos cepas
analizadas, L-531 y L-532, presentaron diferencias en sus patrones de
hibridizacion, contrastando con el resultado del RFLP del DNA mitocondrial, donde
se presentaban como idénticas. La hibridizacién con la sonda pEL50 (figura 11B)
mostré un promedio de tres sefiales de hibridizacion por cada aislado. Si bien, esto
representa una muy baja complejidad para analisis de similitud, se logré diferenciar
los distintos aislados estudiados. Una mayor complejidad se observé con las sonda
X', aunque solo se diferencio las cepas L-531 y L-532 (figura 11C) al igual que con

el resto de las sondas.
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Figura 11. Analisis de perfiles de hibridizacion de aislados altamente

relacionados de acuerdo a su perfil de restriccion del DNA mitocondrial.

Comparacion de los patrones de RFLP del mtDNA (A) y RFLP con distintas sondas (B
a F) de tres pares de cepas vinicas similares. En A, electroforésis en gel de agarosa al
1% de productos de la digestion con Hinfl. B a F, andlisis Southern con pEL50 (B), X’
(C), pRED552 digerido con BamHI(D), pRED556 (E), y delta (F). Para los analisis
Southern el DNA fue digerido con BamHI y Xbal (B y C), BamHi (D) y Xbal (E y F).
Carril 1, L-20; Carril 2, L-22, Carril 3, L-79, Carril 4, L-80, Carril 5, L-531, Carril 6, L-

532.

A RFLP mtDNA B pELS0
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Figura 11.- (Continuacion) Andlisis de perfiles de hibridizaciéon de aislados

altamente relacionados acorde a su perfil de restri  ccidon mitocondrial.

C X D pRED552

E pRED556 F 8
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La hibridizacién de cuatro cepas con similar cariotipo electroforético (figura
12A) con la sonda pEL50 generd 2 patrones idénticos correspondientes a las cepas
L-169 y L-494, mientras que las restantes dos cepas (L-165 y L-531) presentaron
patrones distintos (figura 12B). Donde se logré un mayor poder resolutivo fue con la
sonda X', donde se aobtuvieron cuatro patrones distintos para las cuatro cepas
analizadas (figura 12C), resultado que se repite con las sonda pRED552 (figura
12D) y delta (figura 12F).

La sonda pRED556 presentd la mas baja complejidad dentro de los analisis
y también el menor poder resolutivo, presentando patrones idénticos para la
mayoria de los aislados estudiados (figuras 11E y 12E) incluso para aquéllos que a

través las sondas anteriores se mostraban como distintos.
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Figura 12. Andlisis de perfiles de hibridizacién de aislados altamente

relacionados acorde a su cariotipo electroforético.

Comparacion de los patrones de cariotipo electroforético (A) y RFLP con distintas
sondas (B a F) de cuatro cepas vinicas similares. En A, electroforésis de campo
pulsado de los cromosomas de cuatro cepas vinicasl. B a F, andlisis Southern con
pEL50 (B), X’ (C), pPRED552 digerido con BamHI(D), pRED556 (E), y delta (F). Para
los analisis Southern el DNA fue digerido con Xbal (B, C, E y F), BamHI (D). Carril 1,

cepa L-165; carril 2, cepa L-169; carril 3, cepa L-494; carril 4, cepa L-531.
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Figura 1 2.- (Continuacion) Analisis de perfiles de hibridizacion de aislados

altamente relacionados acorde a su cariotipo electr  oforético.
c X PREDS552

2 3 4
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La figura 13A muestra el patron de hibridizaciéon de la sonda pEL50 con 6
cepas de uso comercial y una cepa argentina. Esta hibridizacién generd tres
patrones idénticos correspondientes a las cepas L-1323, L-1334 y L-1335, siendo
los dos primeros de la misma localidad (Champagne). Sin embargo, otras dos
cepas (L-1333 y L-1321) presentan el mismo patron de hibridizacion aunque su
lugar de aislamiento dista en muchos kildmetros; mientras la cepa L-1321 fue
aislada en la localidad de Champagne, Francia, la cepa L-1333 fue aislada en el
valle de Casablanca, Chile, y ha sido destacada comercialmente como una cepa
nativa de Chile. La cepa L-1321, ademas, se encuentra clasificada como
Saccharomyces bayanus, y estudios a través del complejo sensu stricto no han
encontrado en el grupo bayanus el gen ERR1 que es el blanco de la sonda pEL50
(Liti y cols, 2005), por lo que nuestro resultado apoyaria que existe una clasificacién
errénea.

El resultado anterior se confirma con la sonda X' que también se encuentra
ausente en la especie bayanus, y también se obtuvo hibridizacién par las dos cepas
comerciales antes mencionadas (figura 13B). Esta sonda present6 el mayor grado
de complejidad dentro de las sondas estudiadas, pero el grado de diferenciacion fue
practicamente el mismo.

A través de estos andlisis, fue posible diferenciar todas las cepas que las
metodologias de cariotipo electroforético y RFLP del mtDNA presentaban como
distintas, es decir, no se encontraron incongruencias entre los resultados obtenidos
en trabajos anteriores (Gac S., 2004; Vasquez C., 2005) y los realizados en el

presente estudio.
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Figura 1 3. Analisis RFLP de cepas comerciales.

DNA de seis cepas de uso comercial digerido con la enzima BamHI y una cepa
aislada en Argentina fue hibridizado con las sondas pEL50 (A), X' (B), pPRED552
(C), pRED556 (D) y & (E). Carril 1, cepa L-1321; carril 2, cepa L-1323; carril 3, cepa
L-1333; carril 4, cepa L-1334; carril 5, cepa L-1335; carril 6, cepa L-1343; carril 7,

cepa L-981.

A pELS0 B X

C pRED552
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Figura 13. (Continuacién) Comparacion de patrones e hibridizacién de cepas

de uso comercial.

D pRED556 E 8
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La comparacion del aislado autéctono L-16 con otros aislados nativos
mostré claras diferencias en su patron de hibridizacion (figura 14), incluso con la
sonda pRED556, con la cual el resto de los aislados mostraban el mismo perfil
(figura 14C).

Finalmente, el analisis con la sonda compuesta obtenida desde la
libreria gendmica (figura 15) mostrdé un buen grado de diferenciacién, aunque algo
menor que con las sondas de mayor complejidad. Esta sonda ademas genero tres
bandas comunes para todos los aislados, a excepcién de la cepa de laboratorio
YNN295 que solo presentd dos sefiales de hibridizacién. Este resultado contrasta
con el obtenido en el analisis cromosomal de la sonda (figura 9), donde se encontré

la presencia de la sonda Rep3 en 4 cromosomas distintos.
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Figura 14. Patrones de hibridizaciéon de la Cepa aut 6ctona L-16 comparada

con otros aislados nativos.

La cepa autéctona L-16 fue analizada de acuerdo a su perfil de hibridizacion luego
de ser digerida con BamHI (carril 3) y Xbal (carril 4) y se compar6 con dos aislados
nativos; L-20 (carril 1) y L-79 (carril 2) digeridos con Xbal. A, sonda pEL50; B,
sonda delta; C, sonda pRED556.

A pELS50 B 8 C pRED556
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Figura 15. Analisis de 10 cepas de distinto origen con la sonda Rep3.

DNA de diez aislados fue digerido con la enzima BamHI e hibridizado con la
sonda Rep3. Carril 1, YNN 295; 2, L-20; 3, L-22; 4, L-1321; 5, L-1323; 6, L-1333;
7,L-1334; 8, L-1335; 9, L-1343; 10, L-981. Las flechas indican las bandas comunes

para los distintos aislados.
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6. DISCUSION

6.1. Andlisis de polimorfismos mediante sondas de hibridizacion

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae involucradas en procesos
industriales se ven constantemente sometidas a condiciones de stress, que pueden
resultar en procesos de recombinacidn, transposicion y arreglos cromosomales.
Estos cambios a nivel del genoma pueden afectar el nimero y posicion de
secuencias de DNA repetitivo, las cuales son potenciales blancos en tipificacion
mediante RFLP. Dado lo anterior, la diferenciacion entre distintos aislados
dependera del nivel de los cambios producidos, dado que pequefias variaciones
pueden ser indetectables para la mayoria de las metodologias de fingerprinting .

El corte de una enzima de restriccion en sitios especificos del genoma
generara un conjunto de bandas, las cuales difieren en tamafio de un aislado a otro
dado por las diferencias en las distancias entre los sitios de corte de la enzima, que
reflejan el polimorfismo de secuencias entre estas cepas. Sin embargo, dado el
poder de resolucién que presentan los geles de agarosa, no es posible analizar las
diferencias existentes, dado que todos los fragmentos de restriccibn son
visualizados por la tincion empleada. Es por esto que se debe emplear una
secuencia de DNA como sonda para que hibridize sobre la o las secuencias en
particular que deseamos estudiar.

El tipo de secuencia a utilizar como sonda dependera del tipo de
informacion que deseemos obtener. Si la sonda utilizada tiene como blanco una
secuencia Unica dentro del genoma, el patron generado sera simple, pudiéndose
conseguir algin grado de diferenciacién basado en polimorfismos alélicos. Al

utilizar, en cambio, una sonda que hibridize en secuencias repetitivas y dispersas a
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través del genoma, se podra identificar variabilidad en distintos aislados en una

variedad de loci dispersos en el genoma.

6.2. Andlisis mediante sondas de DNA repetitivo

Varias son las secuencias candidatas a ser utlizadas como blanco de
hibridizaciéon de sondas de DNA repetitivo para el analisis en S.cerevisiae. Como
una primera estrategia de blsqueda investigamos en la base de datos del genoma
de Saccharomyces, centrandonos en las regiones subteloméricas de cada
cromosoma, que se caracterizan por ser zonas altamente variables. De éstas, 2
secuencias X' e Y' han sido ampliamente -caracterizadas, encontrandose
practicamente en todos los extremos cromosOmicos participando en fendmenos de
silenciamiento génico en los telémeros.

El disefio de los partidores para amplificar la sonda X' mediante PCR se
realiz6 sobre la blsqueda de zonas consenso dentro de la secuencia de la region
X', dado que la secuencia nucleotidica de ésta region varia de un cromosoma a
otro. Si bien, luego de la amplificacion se puede realizar el clonamiento del
amplificado para obtener una sonda de secuencia Unica, se optd por trabajar
directamente con el producto de PCR, el que nos proporciona un pool de distintas
secuencias homologas (figura 10) de la region X' que pueden hibridizar con todos
los posibles blancos dentro del genoma en estudio. De esta forma se ahorra el
tiempo del proceso de clonacion, seleccion y comprobacién de la sonda, y se

obtiene una alta complejidad en los patrones de hibridizacion (figuras 11 y 12).
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Un proceso similar se disefid para amplificar la regién Y'. Aunque esta
regiébn comparte un mayor grado de homologia entre los distintos cromosomas,
puede estar ausente en algunos de ellos, por lo que el nUmero de blancos posibles
es menor. Los estudios de caracterizacion de la zona Y’ han mostrado su presencia
dentro de la mayoria de las cepas de Saccharomyces cerevisiae, pero se ha
encontrado que las cepas vinicas pueden carecer de ésta regiébn o estar solo
presente en pocos cromosomas, al contrario de otras cepas de uso industrial, como
son las cepas de uso panadero, donde pueden presentar copias en practicamente
todos los cromosomas (Coddén y cols., 1998). Nuestros resultados avalarian los
obtenidos en el trabajo de Codén y cols., pues la amplificacion mediante PCR para
la zona Y’ result6é negativa.

Las dos secuencias terminales de elementos transponibles LTRs 3y ol
presentaron distinto poder resolutivo para discriminar entre los distintos aislados
analizados (figuras 11E, 11F, 12E y 12F). El mayor grado de complejidad obtenido
por & se debe a que éste LTR corresponde a todos los repetidos terminales de los
transposones Tyl y Ty2, con mas de 200 copias descritas en el genoma de
Saccharomyces cerevisiae, mientras que o (LTR de Ty5) solo presenta 8 copias.
La diferencia también recae en el disefio de la sonda, dado que la sonda para
o (pPRED 556) ha sido construida a partir de la secuencia o1, correspondiente a la
copia del cromosoma Il del transposén Ty5 (Liti y cols, 2005), mientras que la
sonda & fue disefiada en el presente estudio a través de un alineamiento multiple de
secuencias para obtener una sonda representativa del elemento & distribuido en
todo el genoma. Esto convierte a la sonda & en una mejor herramienta en analisis
de fingerprinting que la sonda o1, con mas blancos posibles, generando un patrén
de mayor complejidad, capaz de entregar mayor informacion para estudios de

relaciones genéticas.
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Nuestros resultados sugieren, entonces, que la sonda pRED556 no es (util
en estudios de relaciones genéticas, pues no fue capaz de diferenciar ningun
aislado, presentando patrones comunes para la mayoria de los aislados, al
contrario de la sonda &, mediante la cual si se logrd diferenciar distintos aislados,
incluso aquellos que presentaban iguales patrones de cariotipo electroforético y

RFLP del mtDNA (figuras 11y 12).

Las sondas que tienen como blanco las secuencias ERRI y PAU6, aunque
fueron descritas anteriormente (Liti y cols, 2005), solo han sido aplicadas en
estudios de inferencia evolutiva y variaciones de estructura cromosomal a través del
complejo sensu stricto, y no en estudios de variaciones intraespecificas. ERR
presenta 3 copias en el genoma (ERR1, ERR2 y ERR3) y homologia con 2 genes
(ENO1 y ENO2) generando un patron de baja complejidad (figuras 11B, 12B, 13A,y
14A). EL gen PAUS6, por otro lado, pertenece a una familia de genes de 23
miembros y se encuentra ubicado en la regién subtelomérica del brazo derecho del
cromosoma XIV, regién altamente variable, generando un patron altamente
complejo (figura 11D, 12D, 13C). La utilidad de ambas secuencias como blanco de
hibridizacién varia dependiendo del objetivo que se desee conseguir. En este
sentido, ERR1 es util en estudios de diferenciacion simple entre aislados
relacionados, mientras que en la construccion de relaciones filogenéticas de
aislados altamente relacionados, PAU6 se presenta como una mejor herramienta.
Ademas de estas caracteristicas, PAU6 se encuentra distribuido a través de todas
las especies del complejo sensu stricto, no asi ERR1 que solo se ha encontrado en
Saccharomyces paradoxus, S. cariocanus y S. cerevisiae. Esto Ultimo se presenta

como posible herramienta de discriminacion de especies. Sobre esto, las cepas de
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uso comercial L-1321 y L-1333 analizadas en este trabajo han sido clasificadas
anteriormente dentro de la especie bayanus, sin embargo, fuimos capaces de
obtener patrones de hibridizacién con la sonda ERR1, lo que implicaria una
clasificacién taxonOmica errénea. La secuencia de la zona X' también se ha
encontrado ausente en Saccharomyces bayanus, y de la misma forma que con
ERR1, encontramos hibridizacion de ambas cepas con esta sonda. Estos
resultados sugieren entonces, que ambas cepas corresponderian a Saccharomyces
cerevisiae y no a Saccharomyces bayanus. En la actualidad la cepa L-1333 ha sido
recatalogada y se comercializa como Saccharomyces cerevisiae variedad bayanus,

pero la cepa L-1321 sigue comercialmente bajo la designacion de especie bayanus.

La cepa L-1333 ha sido aislada en el valle de Casablanca, Chile, y ha sido
destacada comercialmente como una cepa nativa, mientras que la cepa L-1321 ha
sido aislada en Champagne, Francia y es una de las cepas comerciales mas
ampliamente utilizadas en el mundo. Pese a que los lugares de aislamiento distan
en muchos kilémetros, ambas cepas presentaron el mismo patrén de hibridizaciéon
con todas las sondas empleadas (figura 13). En estudios anteriores (Gac, S. 2004)
también han presentado coincidencia en sus perfiles de RFLP del mtDNA y
cariotipo electroforético. Esto indicaria que la cepa L-1333 no presentaria un
caracter netamente autéctono y estaria altamente relacionada con la cepa francesa

L-1321, reafirmando los resultados del trabajo anteriormente mencionado.

Los analisis con las distintas sondas, a excepcidn de la sonda pRED556,
permiti6 diferenciar las cepas L-531 y L-532 que mediante analisis anteriores
(RFLP del DNA mitocondrial) se presentaban como idénticas. Ambos aislados
corresponden a aislados nativos de la misma localidad (Pocilla, en Cauquenes) por

lo que su idéntico patrén de RFLP del mtDNA haria suponer que corresponden a la
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misma cepa, hecho que queddé descartado con nuestros resultados, lo que no
ocurrié con los aislados L-20, L-22, L-79 y L-80 que siguieron presentando los
mismos patrones en los distintos andlisis. Por otro lado, cuatro aislados de similar
cariotipo electroforético (L-165, L-169, L-494 y L-531), presentaron distinto perfil de
hibridizacién con todas las sondas, aunque dos de éstos aislados (L-169 y L-494)
no fueron diferenciados por las sondas pEL50, pRED552 y pRED556. Esta dltima
sonda, ademas, present6 la menor complejidad, con un patrén idéntico para

practicamente todas las cepas analizadas.

6.3. Andlisis de polimorfismos a través de sondas compuestas.

El uso de sondas de DNA compuestas, en parte por secuencias de DNA
repetitivo y disperso a través del genoma y secuencias Unicas, ha sido de gran
utilidad en la diferenciacion de levaduras patdégenas del género Candida. Esta
metodologia tiene la particularidad de analizar distintas zonas del genoma
simultaneamente, ya que puede hibridizar en zonas de DNA repetitivo dispersas
detectando variaciones en mdltiples loci, también puede hibridizar zonas menos
variables del genoma y finalmente puede hibridizar en regiones que se aprecian
como bandas constantes a través de todas las cepas estudiadas. Estas Ultimas son
de utilidad en los analisis computacionales, facilitando la normalizacién de los
tamafos de las bandas de acuerdo a un patrén de peso molecular, especialmente
si la migracion electroforética no ha sido pareja.

Aunque la secuencia que codifica para RNA ribosomal presenta un alto
namero de copias, en la construccion de la libreria genémica se decidié descartar

aquellos clones portadores de secuencias ribosomales (figura 4). Las 150 copias
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de estos genes se encuentran solo en un cromosoma (cromosoma Xll), en
repetidos en tandem y la digestién de estos repetidos separados por secuencias
espaciadoras, generara fragmentos de similar tamafo, por lo que el patrén de

Southern blot sera poco complejo, y por ende la resolucion del analisis sera bajo.

El plasmido 2. posee un tamafio de 6.3kb con 18 sitios de corte para la
enzima Bspl43l. Sin embargo, la realizacién de una digestion parcial de DNA
gendmico total con esta enzima puede resultar en la obtencion de plasmidos
digeridos parcialmente, y que su movilidad electroforética sea menor, migrando por
sobre su peso molecular. Esta digestion parcial puede generar también el
ligamiento de dos plasmidos distintos, lo que genera una molécula de DNA de
mayor tamafio. Esto podria explicar el clonamiento de estas secuencias en la
libreria gendmica y su posterior seleccion como secuencia repetitiva dado su alto
namero de copia por célula.

El andlisis de la secuencia de las sondas de DNA compuestas obtenidas
desde la libreria genémica revel6 la presencia de 4 genes (KEL1, PEX18, DNA2 y
Sol3) con secuencias homologas en otros cromosomas (figura 8).

El gen KEL1 (YHR158C, GenelD: 856563 ) codifica para la proteina Kellp
la cual es requerida para un correcto proceso de fusion y mantenimiento de la
morfologia celular. La secuencia nucleotidica de KEI1 presenta homologia con
KEL2 (YGR238C,GenelD: 853153) del cromosoma VII. PEX18 (YHR160C, GenelD:
856565), es uno de los 2 miembros de la familia de peroxinas, junto con PEX21,
gue son requeridos para el targeting peroxisomal de Pex7 PTS2. La secuencia del
gen DNA2 (YHR164C, GenelD: 856569) codifica para factor de replicaciéon de
DNA. El producto de SOL3 cataliza el segundo paso de la via de las pentosas-

fosfato, y es homologo a Sol2p y Sollp. La regién contigua a SOL3 (YHR162W)
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aun no ha sido caracterizada, presentando homologia con la secuencia del gen
FMP43 del cromosoma VII, que tampoco tiene funcion conocida.

En total, la secuencia de la sonda Rep3 obtenida desde la libreria
gendmica tendria 10 blancos posibles, en 2 cromosomas distintos (VII y VIII), en
una cepa haploide. Este nimero de blancos, no permitiria lograr un alto grado de
diferenciacién, por lo que la busqueda de nuevas secuencias candidatas en la
libreria gendmica se sugiere como alternativa de futuros estudios.

Al analizar la presencia de las secuencias que componen la sonda Rep3
en los cromosomas de distintos aislados, obtuvimos hibridizacibn en cuatro
cromosomas (VII, VIII, XIll'y XVI), lo que contrasta con lo encontrado en la base de
datos (figura 9). Esto implicaria que la zona central de la sonda Rep3 que no fue
secuenciada presentaria secuencias no descritas en la base de datos y que
estarian presentes en las distintas cepas. La distribucién de secuencias homoélogas
de la sonda Rep3 en los cromosomas de esta levadura, ademas, variaria entre las
cepas pues el analisis de hibridizacion contra el cariotipo electroforético mostrd
diferencias entre ellas.

El uso de sondas de DNA repetitvo o sondas de DNA compuestas
dependera del andlisis que deseemos hacer de los aislados. Las sondas de DNA
repetitivo disperso generara un patrén demasiado complejo como para agrupar
aislados relativamente relacionados, pero puede ser Util para estudiar fenémenos
de microevolucidn. Por otro lado, las sondas compuestas en parte por DNA
repetitivo y DNA poco variable, establecera diferencias entre los aislados dadas por
las secuencias repetitivas, a la vez que agrupara a todos los aislados de acuerdo a

los patrones estables dados por las secuencias no-variables.
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7. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que:

e El analisis de la libreria genémica mediante hibridizacion con DNA gendmico
marcado constituye una buena aproximacion en la busqueda de secuencias de

DNA repetitivo que puedan ser utilizadas como sondas en experimentos de RFLP.

e El uso de secuencias repetitivas en el genoma de S.cerevisiae como
marcadores moleculares permiten una buena diferenciacion entre aislados

similares.

e Una mayor complejidad en los patrones, dada por un mayor nimero de
blancos a hibridizar, aumenta el poder resolutivo del analisis, dado por la
deteccion de pequefios cambios en la estructura gendmica que rodea a las

secuencias repetitivas.

e La combinacidon de secuencias repetitivas con regiones menos variables
(sondas compuestas) podria presentarse como una herramienta Gtil en el
establecimiento de relaciones genéticas entre aislados estrechamente relacionados,
permitiendo una normalizacién de los patrones, obteniendo mejores resultados en

analisis de agrupamientos filogenéticos.
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9. ANEXO 1: SOLUCIONES Y MEDIOS

1. Medio YPD

Extracto de levadura 0,5%

Peptona 0,5%
Glucosa 2,0%
Agar* 2,0%
Estreptomicina* 200 ug/ml

* Solo para medio sélido.

El volumen final es dado con agua destilada y el medio autoclavado por 20

min a 15 psi.

2. Medio LB
Triptona 1%
Extracto de levadura 0,5%
NacCl 1%
Agar * 2%

*Solo para medio sélido.
Llevar al volumen final con agua destilada y autoclavar

3. TBE 5x
Tris Base 445 mM
Acido Bérico 445 mM
EDTA pH 8,0 10 mM

Llevar al volumen final deseado con agua destilada.
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4. EDTA05MpH 8,0

Disodioetildiamintetraacetato « 2H,O 186,1¢

Agregar 800 ml de agua y llevar a pH 8,0 con hidroxido de sodio solido.

Ajustar a 1 L con agua destilada y autoclavar por 20 min a 15 psi.
5. TEpH7,4

Tris-HCl pH 7,4 10 mM

EDTA pH 8,0 1 mM

Llevar al volumen final con agua destilada.
6. Tampon fago
Tris-HCI (pH 7,4) 20 mM
NaCl 100 mM
MgSO, 10 mM
Llevar a volumen final con agua destilada y autoclavar por 20 min a 15 psi.

7. SSC 20X

NacCl 3M
Citrato de Sodio 0,3M

Ajustar a pH 7,0 y autoclavar.
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8. Tampo6n SM

Gelatina 0,01%
Tris-HCI 50 mM
NacCl 10 mM
MgSO, 8 mM

Esterilizar por autoclavado.

9. Agarosa Top

Tryptona 1g
NaCl 0,8¢g
Agarosa 0,69

Llevar a un volumen final de 100 ml con agua destilada y esterilizar

mediante autoclavado.

10. Tampon SC

Sorbitol 1.2 M
Citrato-fosfato* 50 mM

Llevar a volumen final con agua destilada y autoclavar. Agregar 0.2%v/v 2-

mercaptoetanol y 5mg/ml de zimoliasa justo antes de usar.
*Citrato-fosfato: 0.1M acido citrico y 0.2M Na;HPO,.

11. Tris-HCI 2M

Tris base 2422 g

Llevar a 1Litro de volumen final con agua destilada y ajustar a pH deseado.
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12. Tampon Sorbitol-Tris-HCI.

Sorbitol 2M
Tris-HCI pH 8.0 1M

13. NDS
EDTA 0,5 M pH 8,0 50 ml
N-laurosilsarcosina 59
Tris-HCI1 M pH 7,4 5ml

14. LET
Tris Base 0,375¢g
B-mercaptoetanol 18,75 ml

Llevar a 250 ml con EDTA 0,5 M pH 8,0.

15. Tampon de acido maleico

Acido maleico 11,6 g

NaCl 8,77 ¢
Ajustar a un pH de 7,5 y llevar a un volumen final de 1L. Esterilizar por
autoclavado.

16. Tampon de lavado
Tampédn acido maleico 1L
Tween 20 3 mi

17. Tampon de deteccidn
Tris-HCI 1M 50 ml

NaCl 294¢g

Ajustar a pH 9,5 y llevar a un volumen final de 500 mL con agua destilada.
Autoclavar.
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