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Mi relacién con la ciencia comenz6 con un libro que me mandaron a leer en el
colegio, “Boys from Brazil” de Ira Levin... Para quienes lo hayan leido, no se asusten,
mi suefio no es revivir atrocidades ni maldad, sino que mi suefio era, y sigue siendo, el
conocimiento. Este libro despert en mi tantas inquietudes, dudas y desafios, que fue en
ese momento que decidi que la ciencia seria parte de mi vida... Espero que esta
inspiracién no termine nunca porque ain me quedan muchisimos cuestionamientos por

resolver.
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RESUMEN

Durante la elaboracién del vino las levaduras se encuentran sujetas a multiples
condiciones adversas siendo las de mayor relevancia el estrés osmdtico y las altas
concentraciones de etanol producto de la fermentacion alcohdlica. Frente a esta
situacidn, las levaduras deben responder fisiolégicamente para lograr su supervivencia,
lo que para algunos investigadores es visto como un proceso de adaptacion especifico a
las condiciones de la fermentacion. Por ello, en este trabajo, se estudié la relacion que
existiria entre la adaptacion de las levaduras a las condiciones fermentativas con
cambios en genes y/o fenotipos de interés industrial.

Se sometieron a fermentaciones continuas en condiciones de fin de la fase
exponencial a ocho cepas del género Saccharomyces. El andlisis molecular realizado a
30 colonias obtenidas de cada una de estas fermentaciones permitié detectar distintos
grados de polimorfismo genémico en seis de ellas mediante Interdelta fingerprinting y
no por AFLP. El andlisis bicinformatico de las secuencias asociadas a los cambios
genémicos observados resultaron estar mayoritariamente asociadas a regiones repetidas
del genoma y no a genes relacionados con los fenotipos industriales analizados. Por otra
parte, se analizaron dos cepas S. cerevisiae comerciales genémicamente similares
(EC1118 y L-1333) v 4 cepas recolectadas en bodegas donde en fermentaciones
industriales anteriores se habia utilizado la cepa EC1118. En estos casos se observo
polimorfismo genémico al utilizar las dos técnicas antes mencionadas, pero éste

nuevamente no se relaciond con genes o fenotipos asociados a fermentaciones vinicas.

xii




De los resultados obtenidos es posible concluir que los cambios genémicos
detectados estarian involucrando principalmente regiones repetidas del genoma y no

necesariamente estarfan asociados a genes relacionados a fenotipos fermentativos.




ABSTRACT

During wine production, yeasts are subjected to multiple adverse conditions,
being the most relevant the osmotic stress and the high ethanol concentrations that result
from alcoholic fermentation. Due to this situation, yeasts have to respond
physiologically to survive, circumstance that for some researchers in seen like a specific
adaptation process to fermentative conditions. This is the reason why, in this work, we
studied the relationship that would exist between yeasts’ adaptation to fermentative
conditions with changes in genes and/or phenotypes of industrial interest.

Eight Saccharomyces strains were subjected to continuous fermentations in
conditions of end of exponential phase. - The molecular analysis performed to 30 colonies
obtained from each fermentation permitted the detection of different degrees of genomic
polymorphism in six of them using Interdelta fingerprinting, but not by AFLP. The
bioinformatics’ analysis of the sequences associated to the genomic changes resulted to
be mainly associated to repeated regions of the genome, and not to genes related to the
industrial phenotypes analyzed. On the other hand, two genetically similar commercial
strains of S, cerevisiae (EC1118 y L-1333) and 4 strains collected from wine cellars in
which previous industrial fermentations were carried out using the strain EC1118 were
analyzed. In these cases, genomic polymorphism was observed using the techniques
previously mentioned, but again these changes were not related to genes or phenotypes

associated to wine fermentation.
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From these results it is possible to conclude that the genomic changes detected in
this study would be involving mainly repeated regions in the genome and would not be

necessarily associated to genes related to fermentative phenotypes.
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1. INTRODUCCION




1.1 La elaboracién del vino

La elaboracién del vino se puede resumir como la supervisién y refinado de un
proceso que se da esponténeamente en la naturaleza en la medida que el jugo de uva

fermenta al entrar en contacto con microorganismos denominados levaduras.

La fermentacion alcohélica es un proceso catabdlico y anaerobio (realizado en
ausencia de oxigeno), por el cual las levaduras obtienen energia en forma de ATP
(adenosin trifosfato) mediante la conversién de los aziicares de la uva en alcohol y
anhidrido carbdnico. En este procedimiento, €l aceptor final de electrones del NADH
(nicotinamida adenin dinucleétido) producido en la glicélisis, no es el oxigeno como
ocurre en la cadena respiratoria, sino el acetaldehido. Al tener este compuesto poco
poder oxidante, las fermentaciones son poco rentables del punto de vista energético,
obteniéndose sdlo 2 moléculas de ATP a partir de una molécula de glucosa, mientras que

en la respiracion se producen 36.

El proceso de elaboraci6n del vino se inicia con la vendimia o recogida de las uvas
desde los vifiedos. El grano de uva esta formado por el hollejo (constituido por varias
capas de células ordenadas cuya superficie esta formada por una capa cérea denominada
pruina), la pulpa (que supone entre el 85-95% del fruto) y las semillas. Dentro de los
componentes de la pruina se encuentran pigmentos tales como las antocianinas, que dan
el color rojizo del vino tinto. Luego de la vendimia se realiza el prensado, que en otras

palabras es extraer el mosto de la pulpa. El mosto de uva es el zumo o jugo obtenido por




presién de la uva en tanto que no haya comenzado su fermentacioén, sin hollejo y sin
semillas. Fl mosto estd compuesto por un 78-85% de agua, 12-25% de aziicares, dentro
de los cuales la glucosa y la fructosa son los mayoritarios, acidos (entre ellos 4cidos
tartdrico y mélico), sustancias nitrogenadas, pigmentos (antocianinas), aceites
responsables del aroma del vino, vitaminas y sales minerales (Vogt, 1986). Finalmente,
la elaboracién del vino concluye con un tratamiento al mosto que consiste en azufrarlo
para evitar la accion de microorganismos nocivos para el vino (por ejemplo, bacterias

acido acéticas, levaduras silvestres, mohos, entre otros).

1.2 Levaduras vinicas

La fundamental accién de las levaduras en la fermentacién alcohélica del mosto de
uva fue en definitiva demostrada por Louis Pasteur en sus famosos estudios realizados
en vino y cerveza en los afios 1866 y 1867 respectivamente, en donde incluso llega a
manifestar que la naturaleza de la levadura que lleva a cabo la fermentacién podria

influenciar las caracteristicas gustativas del vino.

La transformacién de mosto de uva en vino mediante la fermentacién alcohélica es
el resultado de las actividades de una gran variedad de microorganismos. Las primeras
etapas de la fermentaci6n se caracterizan por la presencia de una diversa poblacién de
levaduras incluyendo las especies Kloeckera, Metschnikowia, Candida, Hanseniaspora
y Saccharomyces (Cocolin y col, 2000). Las levaduras no-Saccharomyces crecen por

varios dias antes de que la fermentacién sea dominada y completada por una o mds




cepas de Saccharomyces cerevisiae. Esta predominancia de S. cerevisiae se debe a
distintas caracteristicas que presenta esta levadura vinica, como lo es su alta tolerancia a
etanol (You y col, 2002) como también su capacidad de fermentar giucosa de forma

eficiente incluso en presencia de oxigeno (Ferea y col, 1999).

S. cerevisiae se caracteriza por ser un hongo unicelular perteneciente a la familia de
los ascomicetes. Puede encontrarse en forma haploide (una copia de cada cromosoma
por célula) o en forma diploide (dos copias de cada cromosoma por célula). Puede
presentar un crecimiento vegetativo, en donde mediante mitosis sucesivas se generan
células idénticas a la célula madre, como también puede manifestar una reproduccion

sexual, en donde por meiosis se generan esporas dentro de ascas.

Cepas haploides de levaduras vinicas contienen aproximadamente 12-13 Mb de
DNA (4cido desoxirribonucleico) nuclear, distribuidos a lo largo de 16 cromosomas
lineales, cuyos tamarios varian desde 250 hasta 2000 kb (Pretorius, 2000). La mayoria de
las cepas de S. cerevisiae usadas en laboratorios son haploides de tamafios
cromosdmicos definidos. Sin embargo, las cepas vinicas son generalmente diploides,
aneuploides (el niimero de cromosomas no es un miuitiplo exacto del nimero haploide de
la especie) y poliploides (el nimero de cromosomas aumenta mds de dos veces con
respecto al mimero haploide de la especie). La aneuploidia y poliploidia podrian conferir
ventajas adaptativas frente al ambiente externo cambiante, como también podrian ser
una forma de incrementar la dosis de algunos genes importantes para la fermentacion

(Bakalinsky & Snow, 1990).




1.3 Adaptacion de S. cerevisiae a la fermentaciéon

Durante la fermentacion alcohdlica, las levaduras estin sujetas a numerosas
condiciones adversas siendo las mas importantes el estrés osmdtico y la presencia de
altas concentraciones de etanol (Pretorius, 2000). Este ambiente extremo ocasiona una
reduccién en la velocidad de crecimiento y en la tasa de supervivencia, tendiendo
también a reducir la eficiencia fermentativa de las células. Adaptaciones fenotipicas y
moleculares se manifiestan en las levaduras como respuesta a estas condiciones,
adquiriendo la mejor cepa una mayor probabilidad de ser la dominante durante el

proceso fermentativo (Querol y col, 2003).

Dentro de los mecanismos fisiologicos de adaptacién a la fermentacion se encuentra
la modificacién de la composicion lipidica de la membrana celular de las levaduras
como respuesta a las altas concentraciones de etanol. Se produce una disminucién del
contenido de esteroles y un incremento en el indice de acidos grasos insaturados, lo que

mantendria la fluidez de la membrana de las células (Alexandre y col, 1994).

Para Hevar a cabo de forma apropiada el proceso completo de la elaboracién del
vino, las levaduras deben detectar y responder a las condiciones desfavorables dadas en
este proceso sin significantes pérdidas de viabilidad celular. Para este propésito, estos
microorganismos poseen sistemas sensoriales para detectar variaciones en el ambiente
(Zuzuarregui y col, 2006). La captacién sensorial de estos cambios conduce la

activacion de vias de transduccién de sefiales, resultando en cambios de expresion




génica y/o de Ia modulacién de la actividad proteica mediante modificaciones post-

transcripcionales y post-traduccionales (Rodrigues-Pousada y col, 2004).

Se han descrito también cambios a nivel del genoma producto del proceso
fermentativo. Esto principalmente debido a la inestabilidad genémica que presentan
algunas cepas de levaduras vinicas, siendo desconocidas las causas de esta inestabilidad.
Sin embargo, esta caracteristica se asocia a pérdidas de heterocigocidad (mediante
crossing-over o deleciones) y a cambios en tamafios cromosémicos, siendo S. cerevisiae

estudiada como especie modelo de este rasgo (Ramirez y col, 2004).

Asimismo, Longo y Vézinhet (1993) observaron que cepas nativas de S. cerevisiae
tienen la capacidad de reorganizar sus cromosomas durante el crecimiento mitético.
Ellos analizaron y compararon, durante crecimiento vegetativo, los cariotipos de dos
cepas de esta especie de levadura, una haploide de uso en laboratorio y otra nativa
diploide. El cariotipo de la levadura haploide se comporté de forma bastante estable,
mientras que la levadura nativa sufrié diversas modificaciones. Entre ellas, se
observaron reducciones en el nimero de bandas o la separacién de una banda en dos,

como también la presencia de rearreglos cromosdmicos entre el cromosoma Iy el VI

Separadamente de las mutaciones espontdneas, las cuales ocutrren a muy baja
frecuencia, se han propuesto otros mecanismos por los cuales se podrian producir
cambios a nivel gendmico en cepas de levaduras vinicas, como por ejemplo,

traslocaciones cromosémicas (Rachidi y col, 1999) o crossing over durante el proceso de




mitosis (Aguilera y col, 2000). Uno de los mecanismos por los cuales se podrian llevar a
cabo los rearreglos cromosémicos en S. cerevisige es mediante la recombinacion
homoéloga entre elementos transponibles (elementos genéticos que ocasionalmente
pueden moverse o transponerse de una posicién a otra en el genoma) (Rachidi y col,
1999, Mieczkowski y col, 2006). Los estudios realizados por Rachidi y colaboradores
(1999) a una cepa de S. cerevisiae que poseia cromosomas aberrantes, revelaron que la
levadura efectuaba cuatro rearreglos cromosdmicos. En todos los casos, elementos Ty
(elementos transponibles de levaduras) se encontraban presentes en las regiones del
genoma implicadas en los rearreglos, sugiriendo que las translocaciones resultaron de la

recombinacion entre los elementos transponibles.

Por otra parte, Nadal y colaboradores (1999) también observaron inestabilidad
cariotipica, pero ahora durante crecimiento vegetativo (fermentaciones espontdneas) de
cepas de S. cerevisiae utilizadas en la produccién de vino espumoso. Esta variacion en el
genoma se reflejé en aneuploidias y polimorfismos en tamafios cromosémicos de
secuencias repetidas de TDNA. encontradas en el cromosoma XII. En este estudio, no
hubo aparicién de cambios en patrones de DNA mitocondrial, incluso en levaduras con

alta tasa de rearreglos cromosémicos.

Liti y colaboradores (2005) también decidieron evaluar la variabilidad génica en
levaduras mediante el estudio de secuencias repetidas en el genoma, ya que los cambios
génicos en organismos eucariontes aumentan hacia zonas teloméricas y subteloméricas,

como también hacia los LTR de los retrotransposones. Utilizando sondas de hibridacién




de estas regiones repetidas, encontraron variabilidad génica entre 112 cepas diferentes
pertenecientes al complejo Saccharomyces sensu stricto. También hallaron presencia de
rearreglos cromosémicos (traslocaciones entre dos cromosomas y aumento de tamafios
cromosoémicos) en varias cepas al compararlas con un cariotipo convencional de la

especie.

La hipétesis propuesta por Puig y colaboradores (2000) para que la levadura pueda
sobrellevar las condiciones de estrés dadas por el proceso fermentativo, involucra
cambios gendmicos mediante recombinacioén mitética entre secuencias homoélogas del
genoma de la levadura durante la vinificacion. Este planteamiento es de acuerdo al
estudio que realizaron sobre la estabilidad del locus Ura3 en una cepa de levadura vinica
heterocigota para este gen durante consecutivas fermentaciones de mosto de uva y donde
encontraron la aparicion de levaduras homocigotas wra3/ura3, pero no hallaron
evidencias de meiosis o esporulacién durante el proceso. En este estudio también hubo
aparicion de polimorfismos y aneuploidias en levaduras obtenidas luego de la
fermentacion. Sin embargo, los estudios que se han realizado sobre modificaciones
gendémicas dadas por el proceso fermentativo han sido poco concluyentes y no han
abarcado el analisis de presencia o ausencia de modificaciones a lo largo de todo el

genoma de distintas cepas de levaduras vinicas.

Por otro lado, se realizé un estudio para evaluar la posible generacién de cambios en
el genoma de una cepa de levadura vinica comercial al estar presente en ambientes

naturales aledafios a la produccién de vinos (Schuller y col, 2007). Los datos




confirmaron que los aislados naturales presentaron considerable polimorfismo
cromosémico, los que fueron mas evidentes para los cromosomas pequefios IIl y VI'y
que fueron detectados utilizando las técnicas de interdelta fingerprinting, cariotipo
cromosomico y microsatélites. Estos autores consideran que los cambios génicos
podrian estar involucrados en procesos de adaptacién evolutiva. Asimismo, estudios
recientes en nuestro laboratorio han descrito la aparicion de diferencias genomicas en
cepas originalmente ignales mediante RFLP (en inglés, Restriction Fragment Length
Polymorphism) con sondas de hibridacién en regiones repetidas del genoma. Este
analisis fue realizado a la cepa comercial chilena 1.-1333 y a la cepa comercial francesa
EC1118, que a pesar de presentar distintos origenes, tienen similitudes genéticas
importantes. De hecho, se cree que la cepa L-1333 es efectivamente la cepa EC1118 que
fue recolectada en Chile luego de ser utilizada como levadura comercial en vifias
nacionales y que evoluciond en el ambiente. Interesantemente se observaron diferencias
al realizar analisis comparativos de estas cepas con la técnica de RFLP utilizando sondas
de hibridacion contra secuencias repetidas del genoma (Sarmiento, 2007), pero no al

compararlas genéticamente mediante microsatélites (Cubillos, 2007).

1.4 AFLP e Interdelta Fingerprinting

Existe en la actualidad una alta demanda por nuevas técnicas que permitan
diferenciar levaduras a nivel de cepas. Este propdsito es debido al interés de la industria
de alimentos en conocer la ruta y la fuente de contaminacién durante la produccion de

ciertos fermentados, como por gjemplo, pan, cerveza, vino o cidra. Esta iniciativa ha

10




permitido comparar y encontrar importantes diferencias a nivel intraespecifico mediante

el uso de marcadores moleculares.

Los marcadores moleculares corresponden a cualquier gen o secuencia de DNA que
pueda ser utilizados para identificar especies, cepas o caracteristicas fenotipicas de cada
organismo. Existen dos tipos de marcadores moleculares: los marcadores bioquimicos
(isoenzimas) y los marcadores de DNA. Un marcador molecular monomérfico es
invariable en todos los organismos estudiados, pero cuando presenta diferencias en el
peso molecular, actividad enzimatica, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es
polimérfico. A veces el grado de variacién es tal que se denominan hipervariables. Se
habla de marcadores genéticos cuando se transmiten segin las leyes bésicas de la
herencia mendeliana, por lo que es importante destacar que no todos los marcadores

moleculares pueden considerarse como genéticos.

Existen varios tipos de marcadores moleculares de DNA descritos para S. cerevisiae,
dentro de los que destacan aquellos observables mediante las técnicas basadas en la
amplificacién del DNA mediante PCR (en inglés, Polymerase Chain Reaction). Entre
estos se encuentran RFLP, RAPD (en inglés, Random Amplified Polymorphic DNA),
SSR (Single Sequence Repeat) y las utilizadas en este estudio, AFLP (en inglés,

Amplified Fragment Length Polymorphism) e Interdelta Fingerprinting.

La técnica de AFLP se basa en la amplificacion especifica de fragmentos de DNA

dependiendo del patrén de digestion de enzimas de restriccién, Esta técnica consta de
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cuatro pasos: primero, la digestién del DNA usando enzimas de restriccién (una de corte
frecuente y otra de corte poco frecuente); segundo, la ligacién a estos fragmentos de
adaptadores (oligonucleétidos); tercero, la amplificacion selectiva de fragmentos de
DNA utilizando partidores complementarios a las secuencias de los adaptadores y a los
sitios de restriccion; y cuarto, la visualizacién de los fragmentos de DNA amplificados
en geles de poliacrilamida. La amplificacién selectiva se consigue mediante el uso de
partidores que se extienden a los fragmentos de DNA previamente digeridos,
amplificando s6lo aquellos fragmentos en donde las extensiones de los partidores
coinciden con nucledtidos flanqueando los sitios de restriccién. Usando este método, un
conjunto de fragmentos producto de digestiones por enzimas de restriccion, pueden ser
visualizados por amplificaciones mediante PCR, sin necesidad de conocer la secuencia
mucleotidica, como también permite la coamplificacién especifica de un alto ntimero de
fragmentos de digestion. De esta forma, AFLP provee un novedoso y poderoso método
de obtener “fingerprintings” o impresiones digitales del DNA, sin importar su origen o
complejidad (Vos y col, 1995). AFLP fue utilizado para investigar la variacién genética
de diferentes especies de levaduras vinicas comerciales y aislados naturales obtenidos de
vifias (Barros Lopes y col, 1999). Este estudio demostré la efectividad de esta técnica en
discriminar cepas estrechamente relacionadas de la especie S. cerevisige, ¢ incluso
permiti6 la clasificacién de aislados desconocidos mediante similitudes entregadas por

estas impresiones digitales.

Por otra parte, Interdelta Fingerprinting fue una técnica disefiada exclusivamente

para el andlisis y comparacién entre DNA proveniente de levaduras. Esto es porque la
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técnica recae en la amplificacién, mediante PCR, de regiones “interdelta”, es decir, de
regiones entre secuencias “delta” o LTR (en inglés, Long Terminal Repeat) que
flanquean los retrotransposones Tyl y Ty2 de las levaduras. Estos elementos delta
pueden encontrarse separados de los retrotransposones en el genoma, y han sido
denominados “solo elementos delta”. Existen alrededor de 300 de estos “solo elementos
delta” descritos patra el genoma de la levadura de laboratorio S288c, y por lo tanto, son
buenos blancos para la identificaciéon de polimorfismos (Legras & Karst, 2003). La
formacion de estos elementos delta o LTR se origina a partir de la recombinacion entre
LTRs ubicados a cada extremo de un tnico provirus, evento que lleva a la pérdida de
todo su DNA interno, dejando en el genoma del huésped un “solo LTR” o “solo
elemento delta” (Coffin, 2004). Es asf como los patrones de bandeo de las cepas
utilizando Interdelta Fingerprinting dependen de la integracion de los retrotransposones
en el genoma, comportamiento que da variacién y diferencias entre distintas especies y
cepas de levaduras. Por otro lado, se ha descrito que un mecanismo para evaluar la
variabilidad génica en levaduras es mediante el estudio de secuencias repetidas en el
genoma, como los LTR de los retrotransposones, ya que los cambios génicos por

recombinacién en organismos eucariontes aumentan hacia estas zonas (Liti y col, 2005).

Interdelta Fingerprinting es una metodologia que ha demostrado ser eficaz en la
discriminacidn tanto inter como intraespecifica. Por ejemplo, esta técnica fue utilizada
para diferenciar tres especies de levaduras responsables de la refermentacién del vino
durante el afiejamiento (S. cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii y Saccharomycodes

ludwigii), a pesar de presentar una estrecha relacién descrita por el andlisis cariotipico
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(Divol y col, 2005), como también logré inequivocamente diferenciar entre 53 cepas de
levaduras comerciales, de uso en laboratorio y aislados naturales de la especie S.

cerevisiae (Legras & Karst, 2003).

En este trabajo se analizaron y compararon a nivel fenotipico y genémico cepas de
levaduras vinicas antes y después de ser fermentadas con el objeto de identificar las
secuencias y mecanismos que favorecen los cambios genémicos y su eventual relacion

con el proceso fermentativo en que ellas participan.
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2. HIPOTESIS
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2.1 Hipotesis

La adaptacion de las levaduras a condiciones fermentativas significaria que

cambios en su genoma debieran estar relacionados a cambios en genes y/o fenotipos de

interés industrial.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo General

Caracterizar cambios genéticos en cepas de levaduras vinicas sometidas a

fermentaciones en laboratorio ¢ identificar cambios fenotipicos y genéticos en cepas de

levaduras vinicas sometidas a fermentaciones industriales.

3.2 Objetivos Especificos

1. Conocer e implementar un sistema de fermentacion de laboratorio para levaduras

del género Saccharomyces.

2. Evaluar la ocurrencia de cambios en el genoma de cepas de Saccharomyces

durante fermentaciones en laboratorio mediante AFLP e Interdelta

Fingerprinting.

3. Realizar comparaciones genéticas y fenotipicas entre cepas encontradas en

estanques y vifias y cepas industriales genéticamente similares.

4. Determinar las secuencias implicadas en los cambios genomicos detectados.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1 Cepas

Con el objeto de evaluar cambios en el genoma durante fermentaciones en
Jaboratorio, en este estudio se analizaron en total 15 cepas de levaduras del genero
Saccharomyces, de las cuales se seleccionaron siete de distintos tipos y origenes de la
especie Saccharomyces cerevisiae y una de la especie Saccharomyces bayanus (Tabla
1). Por otro lado, para realizar comparaciones femotipicas y genéticas entre cepas
encontradas en estanques y cepas industriales genéticamente similares, se seleccionaron

seis cepas de la especie S. cerevisiae y una cepa de laboratorio como control (Tabla 2).

Todas las cepas utilizadas fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de

Microbiologia Aplicada y Biotecnologia (LAMAP) de la Universidad de Santiago de

Chile.
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Tabla 1. Cepas del género Saccharomyces utilizadas para realizar las fermentaciones en

laboratorio.

Cepa Especie Tipo Origen

L-16 Saccharoniyces caravisiae Comereial TLA, Cauquenes
L-1333- Saccharomycas cerevisiae Comereial Casa Blanca, Valparalso
L.720 Savcharomyces cer No.comercial Alto Jahue!, Santiago
1-B46 Saccharomyces cerevisiae No comereial Alto Jahue], Santingo
L-757 Saccharomyess caravisiae No comereial Alte Tahuel, Santiage
1-1374 Saccharomyces caravisiag No comercial Cuelta, Cauquenes
1-1528 Saccharomyces cerevisias No comercial Parral, Cauquenes
L-1764 Saccharonyces bayanus No comercial Cauguenes
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Tabla 2. Cepas de la especie Saccharomyces cerevisiae que fueron analizadas genomica y

fenotipicamente.

Cepa Tipo Origen
EC1118 Comereial Ch;;f:f:’

1-1333 Comercial Va(.l:pa::a?::né;'ile
L-957 % Mo comercial Malbec, Luj:-g\'i:ng::o, Mendaza,
1-958°% o comercial Malbec, Luj: ;ﬁio, Mendoza,
L-a59= No comercial Malbec, L“j: ;Eng::ti. Mendoza,
1960 = No comercial Malbec, Tujande (.!uyo, Mendoza,

Argentina,
5288c Laboratorio

* Cepas aisladas desde estanques en donde se habfa fermentado

temporada anterior.

mosto utilizando la cepa EC1118 la
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4.2 Medios de Cultivo y Seluciones
|

Todas las cepas usadas en este estudio fueron cultivadas en medio YPD (Anexo 1.1)
a 28 °C durante 15-18 h. Para evaluar la ocurrencia de cambios en el genoma de cepas de
Saccharomyces durante fermentaciones continuas (Tabla 1, seccién 4.1), las levaduras
fueron cultivadas en mosto sintético a 28 °C (Anexo 1.2). Las soluciones usadas en los

experimentos se encuentran en el Anexo 2.

4.3 Extraccion de DNA

La extraccion del DNA gendmico total de las levaduras se realizd con el sistema
Wizard, Genomic DNA Purification kit (Promega), de acuerdo a las instrucciones dadas
por el proveedor. Primero, la levadura fue crecida en 5 mL de medio YPD liquido
durante 15-18 h a 28 °C en agitacién (Multitron, Infors, AG). Luego, las células fueron
colectadas por centrifugacién a 15.700 g por 5 min (Microcentrifuga 541D, Eppendorf)
en microtubos de 1,5 mL (Axigen), para después resuspenderlas en 285 pL de EDTA 50
mM. A continuacion, la suspension fue tratada con 20 pL de la enzima zymoliasa 20T
(Seikagaku Corporation) a 10 mg/mL por 2 h a 37 °C en agitacion de 483 g
(Termomixer Comfort y Compact, Eppendorf). Las células fueron colectadas por
centrifugacion a 15.700 g durante 5 min, para después ser resuspendidas en 400 pL de la
solucién ruclei lysis solution y en 133 pL de la solucién protein precipitation solution.
La mezcla fue homogenizada utilizando vortex durante 2 min y fue incubada en hielo

por aproximadamente 1 hora. Después de finalizado este tiempo, las muestras fueron
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centrifugadas dos veces a 15.700 g por 15 min a 4 °C (Universal 32R, Hettich),
recuperando cada vez el sobrenadante que contenia el DNA. Este, fue trasferido a un
microtubo de 1,5 mL que contenia 300 pL de isopropanol, para luego mezclar por
inversién hasta observar la aparicién de un precipitado. Se recuperd el precipitado
(DNA) por centrifugacion a 15.700 por 10 min descartando el sobrenadante. Luego, ¢l
precipitado obtenido fue lavado con 300 pL de etanol frio al 70%. Cuando el precipitado

estuvo seco, éste fue re-hidratado con 50 pl de la solucién TE pH 7,4.

El DNA obtenido fue cuantificado mediante electroforesis en gel de agarosa al
1,4 % en TAE 1X a 90 V (camara BioRad), usando como marcador de concentracién el
DNA del fago lambda digerido con las enzimas EcoRI y HindIll (Fermentas). Los geles
fueron tefiidos con una solucién de bromuro de etidio (1 pg/mL) y fueron observados en
un transiluminador de luz UV (Vilbert Lourmat). La concentracién de DNA obtenida fue

entre 50 y 200 ng/uL. El DNA fue almacenado a 4 °C hasta su uso.

4.4 Curvas de Crecimiento

Se realizaron curvas de crecimiento para 8 cepas de la especie Saccharomyces
cereviside. Primero, para implementar un sistema de fermentacion de laboratorio
controlada para mosto sintético propio de levaduras el género Saccharomyces, se realiz6
la curva de crecimiento de la cepa L-16, mientras que para realizar los andlisis

fenotipicos comparativos entre cepas encontradas en estanques y cepas industriales
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genéticamente similares, se realizaron curvas de crecimiento para las siete cepas

mencionadas en la Tabla 2.

Las curvas se realizaron cultivando un indculo inicial de 1,5 x 10° cel/mL de
cada cepa en un matraz de 500 mL que contenia 200 mL de mosto sintético a 28 °C y en
agitacién (362 g) (Multitron, Infors, AG). Estas condiciones se mantuvieron durante
todo el periodo que durd el crecimiento de las levaduras hasta que alcanzaron fase
estacionaria, es decir, aproximadamente 30 h después de la inoculacién. La absorbancia
a 600 nm (Weiss y col, 2003) fue medida en triplicado para cada cepa y en intervalos de
una hora durante 35 h en un espectrofotometro UV-visible (Shimadzu). Luego, estos
datos de absorbancia fueron transformados a medidas de biomasa (mg/mL) mediante la
medicién de absorbancia a 600 nm de distintas diluciones de un precipitado de levaduras
secas. Estos precipitados fueron obtenidos mediante el crecimiento de cada cepa en un
matraz de 500 mL que contenia 200 mL de mosto sintético y un in6culo inicial de 1,5 x
10° cel/mL a 28 °C y en agitacion (362 g) durante 30 h. Pasado este tiempo, se realizé la
colecta de las células mediante centrifugacién a 15.700 g por 15 min, las que fueron
pesadas en una balanza (Sartorius BP 31008) y diluidas en 10 mL de mosto sintético.
Las medidas de absorbancia a 600 nm de las distintas diluciones del precipitado de
levaduras secas permiti6 realizar curvas de Absorbancia (600 nm) vs. Biomasa (mg/mL)
para cada cepa, curvas de donde se normalizaron los datos obtenidos de absorbancia a
las distintas h de crecimiento para llevarlos a la medida de Biomasa vs. Tiempo. De
todas las curvas se obtuvieron los datos de la velocidad méxima de crecimiento (Mmax)

para cada cepa desde las pendientes de las curvas en los puntos en donde las levaduras
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se encontraban en fase exponencial. A las levaduras mencionadas en la Tabla 2, también
se les calculd el tiempo generacional (Tg) o tiempo requerido para que a partir de una
célula se formen dos utilizado la férmula (1). A estas mismas cepas se les determiné el
tiempo en el que estuvieron en fase lag de crecimiento, el tiempo durante el cual se
encontraron en fase exponencial y la biomasa total, es decir, la biomasa encontrada al

inicio de la fase estacionaria de crecimiento.

(1) Tg=1n2 / pma (Brock, 1997)

4.5 Fermentaciones en Laboratorio

Las fermentaciones en laboratorio se realizaron en un bioreactor Applikon de 650
mL de capacidad a 28 °C utilizando mosto sintético como medio de cultivo (Figura 1).
Para ello, se adiciond un inéculo inicial de levaduras correspondiente al 5 % (v/v) de los
650 mL de medio sintético previamente agregados al bioreactor, con lo que se inicid la
fermentacion por lote de cada cepa durante las 30 primeras h de crecimiento (punto
aproximado en el que se encuentran entre fase exponencial y estacionaria). Después, se
emprendi6 la fermentacién continua, etapa en la cual se utilizé un flujo de entrada de
medio fresco y salida medio fermentado (F) calculado utilizando la férmula (2). F se
calcul6 utilizando el dato del 90 % de pmax de la cepa L-16 y los 650 mL de volumen (V)

que fueron agregados al bioreactor.

(2) F = tpmax * V (Dunn y col, 2003)
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Figura 1. Sistema de fermentacion de laboratorio utilizando bioreactor Applikon de 650
mL de capacidad. Las fermentaciones se realizaron en mosto sintético a 28 °C y agitacion.
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Finalmente, y aplicando la férmula (3), se obtuvo el dato del tiempo (t) durante el

cual se mantuvo el proceso de fermentacion continua.

(3) L Ny = Lo N + tmax * t Ny = 1000, No = 1) (Brock, 1997)

Luego de terminada la fermentacién continua, el producto de fermentacién fue

sembrado a distintas diluciones en placas con medio YPD solido para obtener colonias

aisladas y luego elegir 30 de éstas al azar para extraer su DNA.
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4.6 AFLP

Se analizaron mediante la técnica de AFLP 3 colonias al azar de cada cepa
mencionada en la Tabla 1, asi como 30 colonias al azar obtenidas del producto de la
fermentacién de estas mismas cepas. También se usé esta metodologia para realizar

analisis comparativos génicos a las cepas mencionadas en la Tabla 2.

4.6.1 Restriceidn del DNA

250 ng del DNA gendmico de cada cepa fueron digeridos con 2,5 U de la enzima
Msel (Fermentas) en 1X de Solucién Buffer Tango 10 X (Fermentas), en un volumen
final de 25 pL para cada reaccion. Esta mezcla fue incubada a 37 °C por 120 min y
después la enzima fue inactivada a 65 °C por 20 min. A continuacién, se agregaron 20 U
de la enzima EcoRI a cada reaccién y se incubd cada mezcla a 37 °C por 150 min.

Finalmente, se inactivé la enzima a 65 °C por 20 min.

4.6.2 Ligacion de adaptadores

Para preparar los adaptadores antes de la ligacién, se elabord una solucién inicial

de 50 pM de cada adaptador (Tabla 3). Se alinearon los adaptadores a 65 °C por 15 min

y fueron enfriados a temperatura ambiente por 30 min. En el caso del adaptador EcoRI,

éste fue diluido a 5 uM. Ambos adaptadores fueron almacenados a 4 °C hasta su uso.
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Tabla 3. Adaptadores EcoRI y Msel.

Adaptador Oliga 1 (5°-37) Qlign2 (5°-39)
EcaRI CTCGTAGACTGCGTACC AATTGGTACGCAGTCTAC
Msel GACGATGAGTCCTGAG TACTCAGGACTCAT
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La reaccién de ligacién se realizé mezclando 20 pL de cada reaccién de digestion
(punto 4.6.1) con 0,025 pM del adaptador EcoRlI, 0,25 uM del adaptador Msel, 1X de
Solucién Buffer T4 DNA ligasa 10 X (Fermentas), 0,02 Weiss U de la enzima T4 DNA
ligasa (Fermentas) y agua estéril hasta completar 25 pL de volumen final para cada
reaccion. Esta mezcla de ligacion se dejo incubar a 37 °C por 3 h y se almacené a -20 °C

hasta su uso.
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4.6.3 Reaccion de PCR AFLP

Para visualizar los fragmentos ligados a los adaptadores, fue necesario
amplificarlos selectivamente mediante PCR. Esta amplificacién selectiva se consigue
mediante el uso de partidores complementarios a los adaptadores y a los sitios de
restriccion y que se extienden a los fragmentos de DNA, amplificando sélo aquellas
secuencias en donde las extensiones de los partidores coinciden con uno o dos
nucledtidos flanqueando los sitios de restriccion. La pareja de partidores escogida fue

EcoAG-MseT (Tabla 4).
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Tabla 4. Partidores usados en amplificacion por PCR de AFLP.

Pastidsr Secuentia (5°-3)
BeoAG AGACTGCGTACCAATICAG
MseT GATGAGTCCTGAGTAAT
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La reaccién de PCR se prepard para un volumen final de 25 pL utilizando 5 pL
de una dilucién 1/10 del DNA previamente digerido y ligado, 1 X de Solucién Buffer 10
X (Fermentas), 2 mM MgCl,, 0,4 mM dNTP, 0,24 uM de cada partidor y 0,5 U de Taq

Polimerasa (Fermentas).

El programa de amplificacion de la reaccién de PCR fue el siguiente:
denaturacion inicial durante 2 min a 94 °C, seguido de 30 ciclos con denaturacion
durante 30 s a 94 °C, hibridacién por 1 min a 55 °C y elongacion durante 1 min a 72 °C.

Finalmente, se realizé una elongacién final durante 5 min a 72 °C.

4.6.4 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida

Los fragmentos producto de la amplificacion fueron separados mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% y después fueron visualizados aplicando
tincion de plata (SILVER SEQUENCE DNA Sequencing System, Promega, USA). Para
iniciar el procedimiento, se lavaron los vidrios en los que se iban a realizar las
electroforesis con abundante agua y etanol. Luego, uno de los vidrios, el més pequefio,
se tratd con la solucion Bind Silane (1 mL de etanol 100%, 5 pL de Bind Silane PlusOne
American Biosciences y 5 pL de 4cido acético 10%) y el vidrio de mayor tamafio fue

tratado con 400 pL de la solucion Repel Silane ES (PlusOne, American Bioscience).

Después, se preparé el gel de poliacrilamida al 6% de la siguiente forma: se

prepard una mezcla de acrilamida:bisacrilamida 19:1, urea 7M (Winkler) y TBE 1 X,
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solucién de la cual se tomaron 60 mL a los que se les agregaron 80 pL de TEMED
(Winkler) y 90 pL de persulfato de amonio 20%. Se dejé polimerizar la mezcla durante

30 min.

Cuando el gel ya estuvo polimerizado, fue pre-corrido a 70 W durante 30 min
con el buffer de corrida TBE 0,5 X. Antes de cargar las muestras, a cada una se le
agreg6 buffer de carga denaturante (Formamida 95 %, xylencianol, EDTA 50 mM) en
una relacion 1:5 (buffer denaturante:muestra). A continuacién, las muestras fueron
denaturadas a 95 °C por 10 min e inmediatamente fueron puestas en hielo. 7 uL de cada
muestra fueron cargados en distintos pocillos del gel, el cual fue corrido a 30 W durante

3h

La tincién del gel se llevd a cabo con nitrato de plata de acuerdo a las
indicaciones del fabricante del protocolo SILVER SEQUENCE DNA Sequencing
System (Promega, USA). Este protocolo consiste en fijar el gel en acido acético 10% por
30 min, después lavarlo 2 veces con agua ultrapura por 5 min y tefiirlo en una solucion
0,1% nitrato de plata durante 30 min. Para el revelado del gel, éste fue sumergido en una
solucién alcalina 0,3 M de carbonato de sodio preparada con 1,9 mL de formaldehido

37% y 4 mg de tiosulfato de sodio.
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4.7 Interdelta Fingerprinting

Se analizaron mediante la técnica de Interdelta Fingerprinting 3 colonias al azar
de cada cepa mencionada en la Tabla 1, asi como 30 colonias al azar obtenidas del
producto de la fermentacién de estas mismas cepas. También se usd esta metodologia

para realizar analisis comparativos génicos a las cepas mencionadas en la Tabla 2.

4.7.1 Reaccion de PCR Interdelta Fingerprinting

Para visualizar los polimorfismos encontrados entre las secuencias delta del
genoma de las levaduras, fue necesario amplificar estas regiones mediante PCR. La
reaccion de PCR se prepard para un volumen final de 25 pL utilizando 12,5 ng de DNA,
1 X de Solucién Buffer 10 X (Fermentas), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 1 pM de cada

partidor (Tabla 5) (Legras & Karst, 2003) y 1 U de Taq Polimerasa (Fermentas).

El programa de amplificacién de la reaccion de PCR fue el siguiente:
denaturacion inicial durante 4 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos con denaturacion
durante 30 s a 95 °C, hibridacion por 30 s a 46 °C y elongacién durante 90 s a 72 °C.

Finalmente, se realizd una elongacién a 72 °C por 10 min.
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Tabla 5. Partidores usados en amplificacién por PCR de Interdelta Fingerprinting.

Partidor Secuencia (5°-37)
Delta 12 TCAACAATGGAATCCCAAC
Delta 21 CATCTTAACACCGTATATGA
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4.7.2 Electroforesis en Geles de Agarosa

Los fragmentos producto de la amplificacién fueron separados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2 % en TAE 1X a 90 V (cimara BioRad) usando
como marcador de peso molecular el estandar de 100 pb. Después, el gel fue tefiido con
solucién de bromuro de etidio a una concentracion de 1 pg/mL. La visualizacion de las

bandas se realizé en un transiluminador de luz UV (Vilbert Lourmat).

4.8 Secuenciacion de Bandas Polimérficas

La mayoria de los fragmentos de DNA polimdrficos obtenidos mediante AFLP e
Interdelta Fingerprinting fueron cortados desde geles de agarosa al 1% y el DNA fue
purificado desde la agarosa utilizando el sistema Axy Prep DNA Gel Extraction Kit
(Axigen). En el caso de la banda polimérfica obtenida por la téenica de AFLP, se realizé
un paso previo que consistié en cortar la banda del gel de poliacrilamida al 6%,
manteniéndola entre 12-16 h hidratada con 20 pL de solucién TE en un microtubo de 1,5
mL. Luego, el DNA fue rescatado desde el sobrenadante y amplificado utilizando el
mismo programa y reactivos de PCR AFLP descritos anteriormente. El producto
amplificado se cargd en un gel de agarosa al 1%, desde donde fue posteriormente
recuperado. Los DNA. obtenidos de todas las muestras fueron cuantificados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,4 % en TAE 1X a 90 V (cdmara BioRad), usando
como marcador de concentracién el DNA del fago lambda digerido con las enzimas

EcoR1 y Hindlll (Fermentas).
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Las secuenciaciones de los fragmentos de DNA se realizaron a través del servicio
de secuenciacién automética de DNA del Departamento de Ciencias Ecolégicas,
Laboratoric de Genética, Universidad de Chile y del servicio de secuenciacion
automatica de DNA del Departamento de Ecologia de la Facultad de Ciencias
Biolégicas, Universidad Catélica de Chile. El anilisis mediante BLAST de estas
secuencias se realizé a partir de la base de datos del proyecto Saccharomyces Genome

Database (hitp://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-sgd.pl).

4.9 Analisis Estadistico

Se realizaron analisis estadisticos comparativos para las curvas de crecimiento de

cepas comerciales (EC1118 y L-1333) y de cepas recolectadas de fermentaciones

industriales en cuanto a la velocidad méxima de crecimiento (Ums) y biomasa total

alcanzada utilizando la Prueba de T (p<0,05).
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5.RESULTADOS
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5.1 Fermentaciones en laboratorio

Se implementé un sistema de fermentacién continua para todas las cepas
mencionadas en la Tabla 1. Para llevar a cabo este sistema, se realizé la curva de
crecimiento para la cepa L-16 (Figura 2), de la cual se obtuvieron los datos
necesarios para ser utilizados en todas las levaduras durante las fermentaciones. Se
observé que aproximadamente a las 30 horas de cultivo, la levadura empezé a
disminuir su velocidad de crecimiento, es decir, comenzé su fase estacionaria de
crecimiento. En esta etapa, las levaduras pasan de un crecimiento exponencial, en
donde la velocidad de crecimiento alcanzada por las células es maxima, a una fase en
donde se comienzan a agotar los nutrientes y/o se empiezan a acumular productos
toxicos, condicién que produce un enorme estrés en los microorganismos y al cual
las levaduras deben responder para poder sobrevivir (Werner-Washburne y col,
1996). Es por esta razon que fue elegido este momento de la curva, 30 horas después
de iniciada la fermentacion por lote, para iniciar la fermentacién continua, ya que las
levaduras se encontrarian respondiendo genética y fenotipicamente a las condiciones
fermentativas desfavorables. Se selecciond el valor del 90 % de la velocidad méaxima
de crecimiento (1) (seccién 4.4) de la cepa L-16 para crear el flujo de entrada de
medic fresco y salida de medio fermentado (F) del bioreactor durante la
fermentacion continua, 2 modo de simular el crecimiento de las células dado por las
condiciones desfavorables en la que se encontraban al terminar la fase exponencial y
comenzar la fase estacionaria. El valor del 90 % de p fue de 0,0482 horas™. Con este

dato, y utilizando 650 mL de volumen (V) de medio sintético en el bioreactor, se
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Figura 2. Curva de crecimiento de Ia cepa 1-16. La cepa L-16 fue crecida en mosto sintético y

agitacion a 28 °C. La curva es el promedio de tres experimentos.
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aplicé la férmula (2) de la seccion 4.5, obteniéndose un valor de F de 31,33 mL/hora.
Finalmente, y aplicando la formula (3) de la seccion 4.5, se obtiene el dato del
tiempo (t) durante el cual se mantuvo el proceso de fermentacién continua, cuyo
valor fue de 143,3 horas, lo que corresponde a aproximadamente 6 dias. Es asi como
la fermentacién se coordind en dos partes: primero, una fermentaciéon por lote
durante las 30 primeras horas de crecimiento y segundo, 6 dias de fermentacion

continua controlada.
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5.2 Anailisis genémico de levaduras en fermentaciones en laboratorio mediante

AFLP

Con el objeto de seleccionar los partidores que originaran el mayor grado de
polimorfismo entre las cepas estudiadas, se realizaron varias pruebas de AFLP
utilizando distintas parejas de partidores. La pareja de partidores escogida fue EcoAG-
MseT (Tabla 4), en la cual la extension del partidor EcoAG coincide con los nucledtidos
adenina y guanina que flanquean los sitios de restriccion y la extension del partidor

MseT coincide con el nucleétido timina flanqueante a los mismos sitios.

Se analizaron mediante la técnica de AFLP tres colonias al azar de las cepas
mencionada en la Tabla 1, asi como 30 colonias al azar obtenidas del producto de la
fermentacion de estas mismas cepas. Las tres colonias escogidas al azar sin fermentar de
cada cepa revelaron bandeos monomorficos, lo que permitié descartar la presencia de
mutaciones espontaneas al menos detectadas por esta técnica. Esto permitié usar estas 3
colonias como controles negativos de cambios en el genoma en levaduras que no han

sufrido el proceso de fermentacion.

Los resultados arrojados luego de aplicar la técnica de AFLP al DNA de las 30
colonias indicaron que no hubo presencia de bandeos polimérficos al compararlas con
sus respectivas colonias controles. Ejemplos de esta evidencia se advierten en los geles

de AFLP de las cepas L-16 (Figura 3) y L-1764 (Figura 4).
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Figura 3. Analisis AFLP de las colonias producto de la fermentacién de la cepa L-16 y sus
controles. Amplificados obtenidos de PCR AFLP correspondientes a 34 muestras separadas en
gel de poliacrilamida al 6% a 30 W durante 3 h. Carriles 1 al 30: colonias obtenidas del producto
de la fermentacién de la cepa L-16; Carriles C: colonias controles sin fermentar; Carril N:
control negativo de la reaccion de PCR.
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Figura 4. Andlisis AFLP de las colonias producto de la fermentacién de la cepa L-1764 y
sus controles. Amplificados obtenidos de PCR AFLP correspondientes a 34 muestras separadas
en gel de poliacrilamida al 6% a 30 W durante 3 h. Carriles 1 al 30: colonias obtenidas del
producto de la fermentacién de la cepa L-1764; Carriles C: colonias coniroles sin fermentar;

Carril N: control negativo de 1a reaccién de PCR.
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5,3 Anilisis genémico de levaduras en fermentaciones en laboratorio mediante

Interdelta Fingerprinting

Todos las reacciones de PCR Interdelta Fingerprinting se realizaron utilizando los
partidores delta 12 y delta 21 (Tabla 5), ya que se ha descrito que optimizan la obtencién
de amplificados polimérficos de forma tanto inter como intraespecifica (Legras & Karst,

2003).

Se analizaron mediante la técnica de Interdelta Fingerprinting tres colonias al azar de
cada cepa mencionada en la Tabla 1, asi como 30 colonias al azar obtenidas del producto
de la fermentacién de estas mismas cepas. Al igual que lo ocurrido al aplicar la técnica
de AFLP, las tres colonias escogidas al azar sin fermentar de cada cepa presentaron
bandeos monomédrficos. Esto permitid descartar, al menos por esta técnica, la presencia
de mutaciones espontineas que podrfan afectar el posterior andlisis. Es por esta razén
que se usaron estas tres colonias de cada cepa como controles negativos de cambios en

el genoma de las levaduras.

A las mismas 30 colonias escogidas al azar, a cuyo DNA se les efectio un andlisis
mediante AFLP (seccion 5.2), y que fueron producto de las fermentaciones realizadas en
las 8 cepas mencionadas en la Tabla 1, también se les realizd un andlisis mediante
Interdelta Fingerprinting. Los resultados obtenidos con este marcador fueron diversos
entre las cepas estudiadas. En 6 de éstas (L-16, L-720, L-757, L-846, L-1333 y L-1374),

se observd polimorfismo genémico entre las colonias obtenidas de la fermentacion y los
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controles, pero en distintos grados. Por otro lado, en las dos cepas restantes de este
estudio (L.-1528 y L-1764), no hubo aparicién de bandeos polimérficos. Las cepas que
presentaron el menor polimorfismo entre las colonias fermentadas y las colonias sin
fermentar fueron las cepas L-16 (Figura 5), L-720 (Figura 6) y L-757 (Figura 7). En
estas cepas solo se observd la presencia o ausencia de una banda en una de las colonias
producto de la fermentacién. En la figura 5 podemos observar que la colonia 13
producto de la fermentacion de la cepa L-16, no presentd una banda de
aproximadamente 110 pb que si se encontraba en todas las ofras colonias estudiadas.
Asimismo, el gel de Interdelta Fingerprinting de la cepa L-757 (Figura 7) tampoco
present6 una banda de aproximadamente 520 pb en la colonia 1. Por otro lado, la colonia
13 obtenida de la cepa L-720 (Figura 6) present6 una banda extra de aproximadamente

50 pb que en ninguna de Ias otras colonias aparecio.

Otra cepa que presentd un bajo polimorfismo producto de la fermentacién de
laboratorio fue la cepa L-1333 (Figura 8), en la cual se encontraron cambios en la
colonia 20 obtenida de la fermentacién. En esta colonia, hubo aparicién de una banda de
aproximadamente 100 pb y ausencia de una banda de aproximadamente 160 pb,

diferencias que no se detectaron en las otras colonias fermentadas.

Con un mayor grado de polimorfismo se observé el DNA de la cepa L-846 (Figura
9), en el cual se logra detectar la presencia de 5 patrones de bandeo entre las colonias.
Uno de ellos fue el encontrado en la mayoria de las colonias, el cual fue el mismo patron

dado por los controles sin fermentar, es decir, en estas colonias no hubo cambios
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200 pb

100 pb

Figura 5. Anlisis Interdelta Fingerprinting de las colonias producte de la fermentacion de
la cepa L-16 y sus controles. Amplificados obtenidos de PCR Interdelta Fingerprinting
correspondientes a 4 muestras y marcadores estdndar de 100 pb separados en gel de agarosa al
294 a 90 V. Carril 13: colonia 13 obtenida del producto de la fermentacion de la cepa L-16;
Carriles C: colonias controles sin fermentar; Carril N: control negativo de la reaccion de PCR.
Flecha negra indica banda de aproximadamente 110 pb ausente en colonia 13.
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Figura 6. Analisis Interdelta Fingerprinting de las colonias producto de Ia fermentacion de
la cepa L-720 y sus controles. Amplificados obtenidos de PCR Interdelta Fingerprinting
correspondientes a 3 muestras y marcadores estindar de 100 pb separados en gel de agarosa al
2% a 90 V. Carril 13: colonia 13 obtenida del producto de la fermentacién de la cepa L-720;
Carriles C: colonias controles sin fermentar. Flecha negra indica banda de aproximadamente 50
pb presente en colonia 13.
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Figura 7. Analisis Interdelta Fingerprinting de las colonias producto de la fermentacién de
la cepa L-757 y sus controles. Amplificados obtenidos de PCR Interdelta Fingerprinting
correspondientes a 4 muestras y marcadores estandar de 100 pb separados en gel de agarosa al
29% a 90 V. Carril 1: colonia 1 obtenida del producto de la fermentacién de la cepa L-757;
Carriles C: colonias controles sin fermentar; Carril N: control negativo de la reaccion de PCR.

Flecha negra indica banda de aproximadamente 520 pb ausente en colonia 1.
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Figura 8. Analisis Interdelta Fingerprinting de las colonias producto de la fermentacién de
la cepa L-1333 y sus controles. Amplificados obtenidos de PCR Interdelta Fingerprinting
correspondientes a 3 muestras y marcadores estandar de 100 pb separados en gel de agarosa al
2% a 90 V. Carril 20: colonia 20 obtenida del producto de la fermentacion de la cepa L-1333;
Carriles C: colonias controles sin fermentar. Flecha negra indica banda de aproximadamente 100
pb presente en colonia 20 y flecha roja indica banda de aproximadamente 160 pb ausente en

colonia 20.
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Figura 9. Anilisis Interdelta Fingerprinting de las colonias producto de la fermentacién de
la cepa L-846 y sus controles. Amplificados obtenidos de PCR Interdelta Fingerprinting
correspondientes a 36 muestras y marcadores estandar de 100 pb separados en gel de agarosa al
29 a 90 V. Carriles 1-30: colonias obtenidas del producto de la fermentacion de la cepa L-846;
Carriles C: colonias controles sin fermentar; Carriles N: control negativo de la reaccion de PCR.
Flecha verde indica banda de aproximadamente 850 pb ausente en colonias 5, 8,9,15 17y 28;
flecha negra indica banda de aproximadamente 380 pb ausente en colonias 3, 5, 8,9, 17 y 28;
flecha roja indica presencia de banda de aproximadamente 70 pb en colonia 22y flecha azul
indica ausencia de banda de aproximadamente 110 pb en colonia 26.
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producto de la fermentacién. Sin embargo, los otros 4 patrones observados fueron
diferentes a los controles y fueron observados en colonias distintas. Una banda de
aproximadamente 850 pb estuvo ausente del patrén de bandeo en las colonias 5, 8, 9, 15,
17 y 28 al compararlas con los controles sin fermentar. De esta misma forma, se observo
la ausencia de una banda de aproximadamente 380 pb en las colonias 3, 5, 8, 9, 17y 28.
Por otro lado, los dos patrones restantes fueron los detectados en las colonias 22 y 26.
En la primera, hubo presencia de una banda de aproximadamente 70 pb que no se
encontré en ninguna otra colonia, mientras que en la colonia 26 hubo ausencia de una

banda de aproximadamente 110 pb.

Finalmente, la ultima cepa de las analizadas en la que se observaron bandeos
polimorficos fue la cepa L-1374 (Figura 10), la cual tuvo la peculiaridad de presentar
sélo dos patrones de bandeo, en donde el pateén de las colonias controles sin fermentar
no fue el mayoritario entre las colonias analizadas, contrario a lo que habia ocurrido en
las cepas analizadas anteriormente. 22 de las 30 colonias seleccionadas al azar (colonias
1,5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 16, 17, 19, 20, 21, 22, 24, 25, 28, 29 y 30) presentaron
un patrén de bandeo particular, el cual constaba de una banda extra de aproximadamente
1375 pb, una banda de aproximadamente 850 pb, una banda de aproximadamente 480
pb, y la ausencia de una banda de aproximadamente 500 pb que si se encontraba

presente en las colonias controles y en las 8 colonias restantes.
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Figura 10. Anilisis Interdelta Fingerprinting de las colonias producto de la fermentacion
de la cepa L-1374 y sus controles. Amplificados obtenidos de PCR Interdelta Fingerprinting
correspondientes a 36 muestras y marcadores estandar de 100 pb separados en gel de agarosa al
29 2 90 V. Carriles 1-30: colonias obtenidas del producto de la fermentacién de la cepa L-1374;
Carriles C: colonias controles sin fermentar; Carriles N: control negativo de la reaccion de PCR.

Las colonias 1, 5, 6, 7. 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,

16, 17, 19, 20, 21, 22, 24, 25, 28, 29 y 30

presentaron una banda extra de aproximadamente 1375 pb (flecha roja), una banda de
aproximadamente 850 pb (flecha negra) y una banda de aproximadamente 480 pb (flecha azul),
pero no una banda de aproximadamente 500 pb (flecha verde) que si se encontraba presente en
las colonias controles y en el resto de las colonias.
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5.4 Analisis genémico de cepas comerciales y de cepas recolectadas de

fermentaciones industriales

Cepas utilizadas de forma industrial (EC1118 y L-1333) y cepas aisladas desde
bodegas en donde en la temporada anterior se habia fermentado mosto utilizando la cepa
EC1118, fueron utilizadas en este andlisis comparativo, asi como también un control

negativo (cepa de laboratorio $288c) (Tabla 2).

La cepa EC1118 es una levadura comercial proveniente de Champagne, Francia, que
ha sido ampliamente utilizada en vifias chilenas y en otras partes del mundo desde la
década de los 80. Por otro lado, la cepa L-1333 es una cepa que fue recolectada en el
valle de Casablanca, Valparaiso, Chile, a fines de los afios 90, y desde hace
aproximadamente 3 afios es comercializada. Por caracteristicas genéticas similares, se
sugiere que la cepa EC1118 seria ancestro de la cepa L-1333, y que habria sido utilizada
en alguna bodega o vifia de la zona de Casablanca como cepa comercial, y que después
habria sido recolectada, denomindndola L-1333 (Martinez y col, 2007). Por otra parte,
las cepas L-957, L-958, L-959 y L-960 fueron recolectadas de bodegas en la zona de
Lujan de Cuyo, Mendoza, Argentina, en donde se habia fermentado mosto utilizando la
cepa comercial EC1118 un afio antes. Este andlisis busco comparar genéticamente cepas
comerciales genémicamente similares, como también analizar cepas recolectadas desde
un ambiente fermentativo poco favorable en donde permanecieron por un periodo

prolongado.
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En la figura 11 se puede observar que, mediante la técnica de AFLP, no hubo
distincién entre las cepas comerciales EC1118 y L-1333. Por otro lado, si hubo una
diferencia a nivel de DNA en la cepa L-958 en donde se observa la ausencia de una
banda que si se encontrd presente en todas las otras cepas estudiadas. Algo similar
ocurrié en el caso del anélisis mediante Interdelta Fingerprinting (Figura 12}, en donde
tampoco se encontraron diferencias entre las cepas comerciales, pero de la misma forma
anterior, hubo una banda de aproximadamente 160 pb que no se encontré presente en la

cepa L-957 al compararla con el resto de las cepas.

57




288CS

Figura 11. Anilisis AFLP de cepas comerciales y de cepas obtenidas de bodegas.
Amplificados obtenidos de PCR AFLP correspondientes a las cepas EC1118, L-1333, L-957, L-
958, 1.-959, L-960 y S288c separadas en gel de poliacrilamida al 6% a 30 W durante 3 h. Flecha

negra indica ausencia de banda en la cepa 1-958.

58




M EC1118 L1333 L95% L958  L959  L960  S28Bc N
100pb

500 ph

Figura 12. Analisis Interdelta Fingerprinting de cepas comerciales y de cepas obtenidas de
bodegas. Amplificados obtenidos de PCR Interdelta Fingerprinting correspondientes a las cepas
EC1118, L-1333, L-957, L-958, L-959, L-960 y S288c y marcadores estdndar de 100 pb
separados en gel de agarosa al 2% a 90 V. Flecha negra indica ausencia de banda de
aproximadamente 160 pb en la cepa L-957.
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5.5 Analisis fenotipico de cepas comerciales y de cepas recolectadas de

fermentaciones industriales

Las mismas cepas de levaduras analizadas en la seccion 5.4 fueron estudiadas
fenotipicamente, a modo de evaluar si los cambios genémicos se correlacionaban con

fenotipos asociados a caracteristicas industriales.

Se realizaron curvas de crecimiento de todas las cepas mencionadas anteriormente
(Figura 13). En esta figura, se distinguen dos agrupaciones, una que solo consta de la
cepa S288c y otra que congrega las cepas EC1118, L-1333, L-957, L-958, L-959 y L-
960, y que presentan un promedio de biomasa menor al de la cepa de laboratorio. Se
realizé un andlisis estadistico comparativo utilizando la Prueba de T (p<0,05) a estas
curvas en cuanto a la velocidad maxima de crecimiento (pqs) ¥ biomasa total alcanzada
por cada cepa. El gréfico de la Figura 14 nos indica que todas las velocidades maximas de
crecimiento de las cepas estudiadas no presentaron diferencias estadisticas (p<0,05), a
excepcién de la cepa control de laboratorio S288c, cuyo valor promedio fue de
aproximadamente el doble del de las otras cepas. Esta misma tendencia se observo en el
grafico de la Figura 15, en donde la biomasa total alcanzada por la cepa S288c fue
bastante mayor y significativamente diferente a todas las biomasas totales logradas por
las otras cepas, las cuales resultaron no ser significativamente diferentes entre si
(p<0,05). De la misma forma, y al estar el tiempo generacional (tg) asociado al valor de
Imsx mediante la formula (1), este valor tampoco fue significativamente distinto entre las

cepas tecolectadas de bodegas (1-957, L-958, L-959 y L-960) y las cepas comerciales

60




Biomasa (mg/mL)

40

Tiempo (horas)

Figura 13. Curvas de crecimiento de las cepas EC1118, L-1333, L-957, L-958, L-959, L-960
y S288c¢. Las levaduras fueron crecidas en mosto sintético, a 28 °C y en agitacion, y los valores
de biomasa fueron normalizados a partir de las magnitudes de absorbancia (600 nm) medidas
cada una hora durante 35 h. EC1118 --- L-1333 -— L-957 ---- L-958 ---- L-959 ---- L-960 ----
S288¢ ==~
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Figura 14. Grifico de las velocidades mdiximas (jin;,) de crecimiento de las cepas EC1118,
L-1333, 1-957, L-958, L-959, L-960 y S288c. Las velocidades maximas de crecimiento fueron
obtenidas desde las pendientes de las curvas de crecimiento en los puntos de fase exponencial.
Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 15. Grafico de la biomasa total alcanzada por las cepas EC1118, 1-1333, L-957, L-
958, 1.-959, L-960 y S288c. Las biomasas totales fueron obtenidas del promedio de las biomasas
encontradas al inicio de la fase estacionaria de las curvas de crecimiento. Letras iguales indican
que no existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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(EC1118 y L-1333), pero efectivamente present6 un valor desigual al comparar este tg
con el de la cepa S288c (p<0,05). Por otra parte, y a excepcion de ]a cepa control S288c,
todas las otras cepas de la Tabla 2 presentaron tiempos similares en fase lag de
crecimiento (valores entre 6 y 7 horas), y tiempos durante los cuales se encontraron en
fase exponencial (valores entre 25 y 28 horas). El tiempo en que la cepa S283c se
mantuvo en fase lag y en fase exponencial de crecimiento fue de 4 y 15 horas

respectivamente, lapsos bastante menores al del promedio de las otras cepas estudiadas.

Toda esta informacién nos permite suponer que las cepas EC1118, L-1333, L-957,
1-958, L-959 y L-960 presentan el mismo comportamiento fenotipico en cuanto a sus
curvas de crecimiento, manifestando valores muy parecidos de tiempos en fase lag y en
fase exponencial de crecimiento, asi como la ausencia de valores significativamente

distintos de pqs, de tg y de biomasa total.

5.6 Secuenciacion de los cambios genémicos detectados

13 de los 15 fragmentos de DNA polimdrficos obtenidos utilizando las técnicas de
AFLP e Interdelta Fingerprinting fueron purificados desde los geles y secuenciados, con
el objeto de identificar las regiones del genoma que estarian involucradas en los

rearreglos producidos durante las fermentaciones en laboratorio € industriales.
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En las Tablas 6 y 7 se encuentran los resultados de estas secuenciaciones parciales
(anexo 3), en donde se observa que todas las secuenciaciones de las bandas polimdrficas
analizadas por las dos técnicas usadas en este trabajo, alinean con genes o regiones del
genoma de S. cerevisiae que no tendrian relacién con funciones fermentativas. Esto
sugiere que los cambios gendémicos observados podrian deberse a mutaciones en
regiones de inestabilidad o variabilidad gendémica, y que no afectarian necesariamente

las propiedades fermentativas de la levadura.
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Tabla 6. Datos obtenidos de Ia secuenciacion de las bandas polimérficas observadas en las
cepas comerciales y recolectadas de fermentaciones industriales.

Cepa Presencia’Ausencia Tamafio [dentidad de

banda banda Secuencia6)
Ausencia al
compararia con las ,
1957  cepasl-1321,L.  i60pp R 1VI
1333,1.-958, 1959, (99)
L-960
Ausencia al
compararla con las LTR
L-958™  cepesL-1321,l-  450pb 61“'1
1333,1.-957,L.-959, (61)
1.-960

* Metodologia aplicada: Interdelta Fingerprinting.
** Metodologia aplicada: AFLP.
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Tabla 7. Datos obtenidos de la secuenciacién de las bandas polimérficas observadas en las

fermentaciones en laboratorio.

Cepa Presenciaiiusencia banda T::::‘an ;m ?%}
L-16 Ausencia colenia 13 110 pb LTR Tyt
(68)
L-720 ‘Presencia colonia 13 50 phe -
L757 Ausencia colonial 520 pb LTR Ty2
82
1846« Presencla colonia 22. Toph* -
. . LTR Tyl
A 2 1
usencia colonia 26 110 pb 67}
Ausencia colorias 3,5,8,9,17 ARS
428 380 ph prie
Ausencig colonias 5, 8,9, 15, LTR Ty1
17y28 850 plo (E6)
Proteina de funcicn
1.-1333 Presencia colonia 20 100 pb tlesconecida
72
LTR refrotransposon
Ausencia colonia 20 160 ph grupo Psendaviidae
(&7)
L-1374 Presencia colonias 1,5,6,7,8,, 480 pb LTR Tyt
8,10,11,12,13, 14, 16,17,19,. T
20,21,22,24,25,28,29 ¥ 30
Awsenciacolonias 1, 5,6, 7,8,
8,10,11,12,13,14,16;17,18, — LR Tyt
20,21,22,24,25,268,28 y 30 B (35)
Presencia colonias 1,5,6,7,8, )
9,10,11,12,43,14,16,17,18, 850 ob LTR Tyt
20,21, 22, 24,25,28,29y 30 P (63)
Presencia colonias1, 5,5,7, 8, Proteina Biuncionel
g8,10,11,12,13,14,15,17,19, 1575 ob siictasa. Bspetato
28,21, 22, 24, 25, 28,29 y-30 SE uww'bafg,m
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* Bandas que no fueron secuenciadas por su bajo tamatio.

Metodologia aplicada para todas las cepas: Interdelia Fingerprinting.
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6.DISCUSION
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En los analisis genémicos de levaduras obtenidas de fermentaciones continuas en
laboratorio, una cepa de levadura que se caracterizo por poseer patrones de bandeo
repetidos entre las colonias obtenidas de la fermentacién fue la cepa L-1374, en donde el
73,3 % de las colonias obtenidas de la fermentaci6én presentaron un patrn de bandeo
{inico y diferente al del indculo (colonias controles). Esto permite inducir que
probablemente estas mutaciones observadas se habrian concretado en fases muy
tempranas de la fermentacién en una o varias colonias, y que mediante mitosis
sucesivas, las levaduras con estas modificaciones fueron imponiéndose en el mosto. De
esta forma se puede concluir que las mutaciones sufridas por las colonias fermentadas de
la cepa L-1374 podrian haber afectado positivamente su desarrollo ya que se presentan

mayoritariamente luego de 10 generaciones.

Una cepa que no habria sido afectada por la fermentacion fue S. bayanus L-1764.
Esta levadura es usada en la produccion de vino y cidra, y al igual que S. cerevisie,
pertenece al complejo “sensu stricto”, grupo que incluye los organismos mas utilizados
desde un punto de vista industrial y que son responsables de la fermentacién alcohdlica.
Esta especie se encuentra estrechamente relacionada con S. cerevisiae. Su genoma es de
11.54 Mb y esta organizado en 16 cromosomas, al igual que S. cerevisiae. Asimismo,
presenta una alta conservacion en el orden de los genes con la especie S. cerevisiae,
como resultado de la descendencia de un ancestro comun (Kellis y col, 2003).
Morfolégica y biclégicamente estas especies son muy similares, e incluso pueden crecer
bajo las mismas condiciones (Kawahara & Imanishi, 2007). En este estudio, esta cepa se

caracterizd por presentar un bandeo distinto al de todas las cepas de S. cerevisiae
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utilizando AFLP e Interdelta Fingerprinting. Sin embargo, tuvo un comportamiento
similar al de la cepa L-1528 (S. cerevisiae), en donde ninguna de las colonias obtenidas
de 1a fermentacién presentaron cambios en el genoma detectables por alguna de estas
dos metodologias. Se puede decir entonces que, por lo menos esta cepa de S. bayanus,
bajo las mismas condiciones de fermentacién y estudiada por las mismas técnicas,
manifiesta un genoma més estable que el de la mayoria de las cepas S. cerevisiae

analizadas en este trabajo.

No se puede concluir sobre la estabilidad genémica de las cepas comerciales en
comparacién a las cepas no comerciales, ya que a pesar que en las cepas comerciales
usadas en estos andlisis (L-16 y L-1333) se observa baja variabilidad en colonias
obtenidas de fermentaciones en laboratorio, también se observa esta misma condicion en
cepas no comerciales (L-720 y L-757). Asimismo, en cepas no comerciales se
encuentran también diferentes y extremos grados de estabilidad en colonias obtenidas de
la fermentacién, presentindose un alto polimorfismo en algunas cepas (L-846 y L-1374),
como también un bandeo homogéneo en otras (L-1528 y L-1764). De todas formas,
dados todos los cambios genémicos encontrados en las distintas cepas, se puede concluir
que las condiciones adversas dadas por el proceso fermentativo podrian estar
modificando el genoma de las levaduras, tal como lo proponen Puig y colaboradores

(2000).

En cuanto a los analisis fenotipicos realizados a las cepas comerciales y a las

cepas recolectadas de fermentaciones industriales, podemos concluir que, aunque
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mediante DNA fingerprinting fue posible detectar polimorfismo genético en colonias
obtenidas de fermentaciones, éste no se correlacioné necesariamente con fenotipos
asociados a fermentaciones vinicas ya que no se encontraron diferencias significativas
en los parametros fenotipicos estudiados entre estas cepas. La cepa control S288c fue la
finica que si present6 diferencias estadisticamente significativas, en donde la velocidad
de crecimiento fue mayor al doble de la manifestada por las otras cepas, al igual que la
biomasa total alcanzada. Estas caracteristicas observadas en la cepa de laboratorio
sugieren una gran capacidad para crecer rapido y abundantemente, a diferencia de lo
ocurrido en las cepas comerciales y en las levaduras recolectadas de fermentaciones
industriales utilizadas en este estudio. Estas tltimas no se destacan por su gran
crecimiento probablemente porque se encueniran mejor adaptadas a procesos
fermentativos, como lo es la produccién de etanol, caracteristicas propias de las cepas

vinicas.

En los resultados de las secuenciaciones de los cambios gnoémicos detectados, la
mayoria de las secuenciaciones de las bandas polimérficas obtenidas por Interdelta
Fingerprinting alinearon con “solo LTRs” de los retrotransposones Tyl y/o Ty2, los que
a su vez se encontraban cercanos a otras secuencias LTR. Esto podria indicar que la
desaparicién de algunos fragmentos del genoma de las levaduras durante la fermentacion
podria deberse a un tipo de recombinacién homéloga entre secuencias repetidas (en este
caso entre LTRs), de manera similar a como ocurre durante la formacion de “solo LTRs”

(Figura 16). Asimismo, ofro mecanismo que podria explicar la no amplificacién de
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H

Figura 16. Modelo de posible recombinacién homologa entre secuencias repetidas del
genoma de levaduras fermentadas. Este modelo representa la posible recombinacién ocurrida
en la colonia 1 obtenida de la fermentacion de la cepa L-757.
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ciertos fragmentos gendmicos durante el proceso fermentativo es la manifestacion de
mutaciones puntuales en ciertas regiones LTR, lo que no permitiria la union de los

partidores a estas zonas, impidiendo la amplificacién de estas secuencias.

Las bandas de pequefio tamafio, por ejemplo, la de 70 pb de la colonia 22, cepa L-
846, o la de 50 pb de la cepa L-720, colonia 13, no fueron secuenciadas por la alta
probabilidad que fueran amplificados entre dos secuencias LTR situadas una al lado de
la otra en el genoma. Esto debido a que las secuencias de los partidores no se encuentran

exactamente en los extremos de los LTR.

Estos datos, junto con los resultados fenotipicos, sugieren que los cambios

gendmicos no estarian asociados necesariamente al proceso fermentativo y que estarian

involucrando principalmente regiones repetidas del genoma.
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7. CONCLUSIONES
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e La técnica de Interdelta Fingerprinting resulté ser més sensible que la técnica de
AFLP para la deteccién de polimorfismo genético en colonias Saccharomyces

obtenidas de fermentaciones.

e Cambios genémicos observados en colonias obtenidas de fermentaciones

estarian mayoritariamente asociadas a regiones repetidas del genoma.

e Los cambios gendémicos producidos durante la fermentaciéon vinica no

necesariamente estan relacionados a fenotipos fermentativos.
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9. ANEXOS
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Anexo 1: Medios de Cultivo

1.1 Medio YPD

Extracto de Levadura  0,5%

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

* 86lo para preparar medio solido.

El volumen final se alcanza con agua destilada y luego el medio se autoclava por 21 min

al5psi

1.2 Mosto Sintético

Acido Tartérico

Acido Malico

Cloruro de Calcio Dihidratado
Sulfato de Magnesio Heptahidratado
Fosfato de Amonio

Fructosa

Sacarosa

Glucosa

5g/L
5gL
0,3 g/L
1,3 g/L
1,2 g/L
100 g/L
SglL
100 /L
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Hidréxido de Potasio

2,5g/L.

Solucién de Vitaminas {Anexo 2.1) 2 ml/L

Después de disolver uno a uno los reactivos, se ajusta el pH a 3,3 con Hidréxido de

Sodio 0,1 N. Luego el medio se autoclava por 21 min a 15 psi y se adiciona la Solucién

de Vitaminas al mosto frio una vez autoclavado.

Anexo 2: Soluciones

2.1 Solucién de Vitaminas Mosto Sintético

Tiamina

Biotina

Acido Nicotinico
Piridoxina Hidrocloruro
Pantoteanato de Calcio

Acido Sulfarico 0,25 M

1,152 g/L
48x10% g/L
2,3 g/L.

0,23 g/L
1,152 g/L
1,4x% 107 g/L.

2.2 Buffer TBE 10X (Geles Poliacrilamida)

Tris-Borato
Acido Bérico

EDTA pH 8,0

0,89 M
0,89 M

0,02M
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2.3 EDTA 0,5 M pH 8,0 (Buffer TBE 10X, Geles Poliacrilamida)

Disodioetildiamintetraacetato * 2 HO 186,1 g.
Se agregan 800 mL de agua y se ajusta el pH a 8,0 con Hidroxido de Sodio. Se lleva el

volumen final a 1 L con agua destilada y se autoclava por 21 min a 15 psi.
2.4 Bis Acrilamida 19:1 40% (Geles Poliacrilamida)

Acrilamida 53M

BisAcrilamida 0,13 M
2.5 Solucién Poliacrilamida 6% (Geles Poliacrilamida)

Acrilamida:Bisacrilamida 40% 150 mL
Urea 7.5M
TBE 1X 500 mL

Se ajustar el volumen final a 1 L con agua destilada.
2.6 Solucién Fijacién (Geles Poliacrilamida)

Acido Acetico 10%

Se ajusta el volumen final a 2 L con agua destilada ultrapura
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2.7 Solucion de tefiido (Geles Poliacrilamida)
AgoNO;3 6 mM
Formaldehido 37% 3mL

Se ajusta el volumen final a 2 L con agua destilada ultrapura

2.8 Solucién de Revelado (Geles Poliacrilamida)

Na,CO;3 0,35M
Formaldehido 37% 3 mL
Na;S,05 * 5 HO 1 granalla

Se ajusta el volumen final a 2 L con agua destilada ultrapura.

2.9 TE pH 7,4 (Extraccién de DNA)

Tris-HCI pH 7,4 10 mM

EDTA pH 8,0 ImM

2.10 TAE (Tris-acetato EDTA) 50 X (Electroforesis Agarosa)

2 M Tris base 2422 ¢
2 M Acido acético glacial 57,1 mL

50 mM EDTA 18,61 ¢
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Se ajusta el volumen final a 1 L con agua destilada.

Anexo 3: Secuenciaciones parciales de los cambios genémicos detectados

3.1 Cepa L-957. Fragmento 160 pb

CCGCATCATCATTTTTTCCTTTACTATCATCATTGTTGGAATAAAAATCAACTATCATCTACTA
ACTAGTATTTACGTTACTAGTATATTATCATATACGGTGTTAAGATGA

3.2 Cepa L-958. Fragmento 450 pb

ATAGGATGCTGTATTATGATGATTGGTCCTGAGTCATGACGGTGAGTCCAGAATAATGACGA
TTACTCCTGAATAATGATGATGAGTCCTGAGTAATGACGAAAACTCCTT-TGTT ATGAT

3.3 Cepa L-16. Fragmento 110 pb

GCTATCCTCGCTCGTGCTCGAATTCTGACTATTCTCCACTGCTCATAACTACGTTACTATGTCT
TATAATATGTTAAGATGAGATGACATTGCTTTC

3.4 Cepa L-757. Fragmento 520 pb

AATTACATCAAAATCCACAGAATCATCATTTTTATACCTTTAACTATCATCATTGTTGGAATA
AAAATCAACTATCATCTACTAACTAGTATTTACGTTACTAGTATATTATCATATACGGTGTTA
AGATGACGCAAATGATGAGAAATAGTCATCTAAATTAGTGGAAGCTGAAACGCAAGGATTG
ATAATGTAATAGGATCAATGAATATTAACATATAAAACGATGATAATAATATTTATAGAATT
GTGTAGAATTGCAGATTCCCTTTTATGGATTCCTAAATCCTAGAGGAGAACTTCTAGTATATC
TACATACCTAATATTATAGCCTTAATCACAATGGAATCCCAACAATTACATCAAATCCACAG
AATCATTTTTATACCTTTAACTATCATCATTGTTGGAATAAAAATCAACTATCATCTACTAACT
AGTATTTACGTTACTAGTATATTA

3.5 Cepa L-846. Fragmento 110 pb

AGCTTATAACTANTCACGTATTATTATCATATACGGGNGNTTAAGATNNCANCCCTGGAATG
NCATCNNANCNGCATNGAGGGGGT

3.6 Cepa L-846. Fragmento 380 pb

AATTATCTCAAAATTCACCCATTTCTCAGATTTCACATTAGTATTGATTTAAATACTTATCACT
ACCAGTTATAATAAATCTAATGTTTACATCATATAGTAATGTATCTTTTGGCAAGTGTGACCG

AATTACACGTTTTAAATACTAATTATTAAAATTTATCCTGATAAGTTGATCTTTATTTCCGTAC
AGCACAACCGATAGAAAAGATGTTTAAAGTGTTTAAGCTCACTTTATAGGGTGAAACACATT

TTGACGGCCGTAAAAGGTGTTGGAATAAAAATCAACTATCATCTACTAACTAGTATTTACGTT
ACTAGTATATTA

3.7 Cepa L-846. Fragmento 850 pb
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AATTACATCAAAATCCACATTCTCTTCAATAAGTAACATTCCGTGAATTAATCTGATAAACTG
TTTTGACAACTGGTTACTTCCCTAAGACTGTTTATATTAGGATTGTCAAGACACTCCGGTATT
ACTCGAGCCCGTAATACAACAAAGTGGTAAGCATAATATCAGAATCTTATGCCTTAGTATAA
GTCAATTGAAATTGCAATCCTTGTATGTTTTATATTAAATTTTGGGTGAATAATTGGATAATT
GTTTGAAATCCACTGTTGAAGAAAGGCTATAATATTCGTACACAGAGTATACTAGAAGTTCTT
CTCGAGGGTCTTGGAATCCACAAAAAGGCGTCGATAAATCTCCATAACTATATTACTTATCCT
ATTACATTATCAATTCTTIGCTTTTAGCTTCTATTGTATTTGATAAAATATTTCGGCTTCTTTTAT
GTGTATGCGATTGCGTATTACTTAATATAAATTTATATTTCCTGCGACCATTTGCCCGTCAGA
AAAGGCTATGAAAAAAACAACACTACCCTTTTACCGGAAATCACAAACTAAATGTTAAAATA
AGAATTTAACATCATCCATTGATTATGAATATTGAGTGAATGATTTAATGATTGTTGCGATTT
CCTTGTTGGTGAAGGCTATGATATCAGCTATGCAGAATATACTAGTAGTTATCCACCAGAAC
ATAAGAATCCTCAAAATGTAATTAAAAATCCACTATCGTCTATCAACCAAGTAATAATACTA
TCAATATATTA

3.8 Cepa L-1333. Fragmento 100 pb

ATGCATGGCATCCCCGCTCTCTATGGAATCCCATCTTATCATTGGTATCCCATCTATGTTGTGA
TATCCCGTGTTCAGATGGTATCC

3.9 Cepa L-1333. Fragmento 160 pb

CAATCNCCTGCGTCATCATCAGTGAATCCNCCCNTCAATTCTAGTCATCCCTCAGNTGGAATA
AGAGATCANCCTATCATCTACTAACTAGCTATNTACGTTACTAGTATATCTATCATATACGGT
GTTCAGATGTCAACANTGGNAT

3.10 Cepa L-1374. Fragmento 480 pb

TAATATACTAGTAACGTAAATACTAGTTAGTAGATGATAGTTGATTTTTATTCCAACAACTAT
GTAAGACGTCAAAAGATGGCATGAGTTATGGTTGCTCAGTTACCAAATCTACTGAAAACAGT
TCGAATCTTCTTCTAAACATCACATAATTTCATCAATATTTGAAAGCCCCGTATGAACATCTG
CCAATAGATAACAGTTGTCTCTAATTTCAGTAAGTAATGGTAGCATAGAATGGTGGTACTTAT
TTTTCGCTAACTCTTGTTGCGCTTCGTATTTAACCGCTGAAATCATTGCATTTTTGTCATACTT
GGCACAGGACAGAATACGTGAAACAACAGCGACAATGTTACAAGTGAAACACTACTGATTA
ATTGAAAAGGTGACTGCAATCTAGAAAATTGGTAAATTTGCGACAA

3.11Cepa L-1374. Fragmento 500 pb

TTTATACTTTTGGGTAGTTCAGCTAGGGAAGGCCGGGNTTTTATCTCATGTTGTTCGTTTTGTT
ATAAGGTTGTTTCATATGTGTTTTATGAACGTTTAGGATGACGTATTGTCATACTGACGTATC
TCATTTTGAGATACAACATGCTCTAACCACCTGAGCTAAAAACTTAATACAGGATTAGTTGAT
AAATGGGTATTATCAACTCAATCCACAGTGNTGGAATCAGAGTCAGNTATCATCTTTGGGCT
AGNATTATTGTAAGTGGTGGAATAAAAATNCTAAAATATCATCCNTTTAGTAGTGTTCATATT
ACTAATATATCTGTTGGAATAAAAATCCACTATCGTCTATCAACTAATAGTTATATTATNAAT
ATATTATCNTATACGGNGTTAAGATG

3.12 Cepa L-1374. Fragmento 850 pb

TCTGTGATCGAGCTAGATTGATATCAATCGTCGTCTGGAAGAACATCTCACATGTACTCCACA
AGGAAAGGAATCCCAACTCAACAATGGAATCCCAACTCTCAATTCCCCCCCAACTAAGGAAA
GGAATCCCAACTAACAAAGAAATCCCAACTAAAAACGATTCCCAACAAACAAGTCCTTTTTT
TTTTGGCGGGGTGCA
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3.13 Cepa L-1374. Fragmento 1375 pb

AATTATCTAATGACTCACCAAACTATCAATGGTACATCAGGAACTGCACCTGTTTATGTAATT
AGACATTTGAATGTTIGTTGGGAAATGAAATATCCAATATTCTTCAATTTCCTGGGTGAATCGC
TAACAGCAGTACATTTCTGGACCAAAAATCCAGACACTTACGGAAATGATCGGTGCTTTTAT

GCCAATGGTAGCCGCTCAAGTTTCGAAGACTCCTCTCAAGGAAAGGATCACGCATGAGAGCC
ATCTCAAATCCAATTACTAACATTCGCAACACATTCATCAATGTTTAATATTTAAACGGCTAT
ATATTTCGCGGTAGGACAATGTACTAAAACATGAAAGGCCACGAAAAAAAAATCGATACAA

ATGAGCACACATCATAGTCATGGGCCACTTAGCGATCCTTTTCAGTATTATCGCTGTATGGAA
TATAGCTACAGCTGTTGCATCGAGCGACAGCATTTACCTTAAGGGACACAGAGTAGGACAGG
ATATCGACAGTCTATACAGAGTGTACGATAATGGTACTATGTACCCTGTCACTTTCAA
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