RC-07-016
REV.02-10/07

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

Evaluacion y analisis de la expresion genética de Saccharomyces cerevisiae bajo

condiciones de fermentacidon que afectan la floculacion.

Por

M.C. LUIS CASTULO DAMAS BUENROSTRO

TESIS

Como requisito parcial para obtener el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS con especialidad
en BIOTECNOLOGIA

Ciudad Universitaria. Diciembre, 2008



Evaluacion y analisis de la expresion genética de Saccharomyces cerevisiae
bajo condiciones de fermentacion que

afectan la floculacion.

M3

= l.'-lln

ALIRE FLAMMAM
VERITATIS ||

Comité de Tesis

Dr. Benito Pereyra Alférez
Director de Tesis

Dra. Maria Magdalena Iracheta Cardenas
Secretario

Dr. Luis J. Galdn Wong
ler Vocal

Dr. Juan Francisco Contreras Cordero
20 Vocal

Dr. José Maria Viader Salvadé
3er Vocal

Dr. J. Antolin Sierra Benavides
Director Externo

Diciembre 2008

il



AGRADECIMIENTOS

A Dios por darme vida abundante y eterna.

A mi esposa y mis hijos por apoyarme en todos mis proyectos y participar en
ellos con amor y devocion.

Al Dr. Benito Pereyra por ser mi amigo y haber creido en mi cuando mas lo
necesité. Mi mas profundo agradecimiento.

Al Dr. Antolin Sierra, por darme la oportunidad de crecer profesionalmente y
apoyar este proyecto.

Al Dr. Carlos Martinez Déavila e Ing. Jorge Meillon Guerrero por su apoyo
profesional y personal para que pudiera efectuar mis estudios doctorales.

A la Dra. Lilia H. Morales y Dr. José Ma. Viader, mis tutores, por sus valiosos
consejos y apoyo para la realizacion de esta tesis y ubicarme en tiempo y espacio.

A mi comité de tesis por sus valiosas aportaciones en la revision de este
proyecto.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca otorgada para la
realizacion de mis estudios (becario 90065).

A Cerveceria Cuauhtemoc Moctezuma S.A. de C.V. por todas las facilidades
brindadas para la realizacion de este proyecto.

A mi papd, Sr. Céstulo Damas y a mi mama Sra. Maria E. Buenrostro, por su
amor y aliento que me acompaiian cada instante.

A mis hermanos por su apoyo solidario y por sus oraciones.

A mis compafieros y amigos Clara y Gerardo por creer en este proyecto y
contribuir para hacerlo realidad.

A todas las personas que contribuyeron de una forma u otra para la realizacion de
este trabajo.

v



DEDICATORIA

A Elda, Luis Caleb y Josué Elias,
Quienes llenan mi vida.



TABLA DE CONTENIDOS

Seccion Péagina
AGRADECIMIENTOS ....ooiiiiii e, iv
DEDICATORIA ....oiiiioii e v
LISTA DE TABLAS ..., ix
LISTA DE FIGURAS ....oiiiiiii e xi
NOMENCLATURA ..ottt e, xiii
RESUMEN ..., 1
ABSTRACT ..o, 2
1. INTRODUCCION ...ttt e, 3

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACION
E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION ..........ccccoiiiiiiieeiiiinn., 5
3. HIPOTESIS ..ot 6
4. OBIETIVOS ..o, 7

4.1 Objetivo General
4.2 Objetivos Especificos

S. ANTECEDENTES ... e e 8
5.1 SaccharomyCes CereVISIAR ......cc.ovvinrini i 8
5.2 Tipos de Fermentaciones...........c.ouiiuientiitiii et eneei et et eniiieeneens 10
5.3 FLoCUlacion ......oouiii i e 12
5.4 Factores que afectan la floculacion ...............coooiiiiiiiiiiii i, 14
5.5GeNes FLO Lo 18
5.6 Control de la expresion de la floculacion .. e 19

5.7 Analisis de la expresion génica a nivel transcrlpcmnal PR |

6. METODOS ... e 23
6.1 Disefio experimental ..............ooiiiiiiiii e 23
6.2 Cepasdelevadura ..........coooiiiiiiiiiii i, 23

vi



0.3 REACTIVOS vttt ettt e e e e e e 24

0.4 FErmMentaCiONes .........ouuiuitintint ittt 25
6.5 Aislamiento de ADN ... i 25
6.6 Extraccion de ARN ...t 26
6.7 Cuantificacion de ADN y ARN ...t e 27
6.8 Evaluacion de la floculacion ... 27
6.9 Parametros monitoreados durante las fermentaciones ........................... 27
6.10 PCR punto final de genes FLO............coooiiiiiiiiiiiii e 28
6.10.1 Disefio de iniciadores ..........o.evuiiuiiiiiiiiiiiiieieee e, 28
0.10.2 CUltIVOS ..ottt e 28
6.10.3 PCRpunto final ..ot e, 29
6.10.4 Electroforesis de productos de PCR ...............c.oooiint. 30
6.10.5 Secuenciacion de los productos de PCR .....................c.l. 30
6.11  Analisis de la expresion genética por PCR tiempo real ..................... 30
6.11.1 Obtencion de ADNC.......coovuiiiiiiiiii e 30
6.11.2 PCR Tiempo Real ..., 30
6.12  Analisis de la expresion a nivel transcripcional mediante
1001 (63 (003 (4 (01 33
6.12.1 Sintesis y marcaje del ADNc al adaptador aminoalilo ............. 34
6.12.2 Purificacion del aminoalil-ADNC ..., 35
6.12.3 Reaccion de conjugacion ...........c.evvvviiiiiiiieiiinneaneeneenan, 35
6.12.4 Purificacion del aminoalil-ADNc marcado .............c..ccceeeneen 35
6.12.5 Pretratamiento del microarreglo ..............coiviiiiiiiiiiniinnn. 35
6.12.6 Hibridacion del microarreglo ..............cooviiiiiiiiiiiiiiniin. 36
6.12.7 Lavado de microarreglos hibridados ......................ooeeni 36
6.12.8 Lectura y analisis de los microarreglos ...................cceeene. 36
7. RESULTADOS ..ot e e 39
7.1 Deteccion de genes FLO ... 39
7.2 Impacto de las variables de estrés fisiologico en la
floculacion ... 42
7.3 Analisis de la expresion de los genes FLO ..., 47
7.4 Analisis de la expresion global bajo condiciones de
eStIES FISIOLOZICO .. vvi ittt e 50
8. DISCUSION. ...ttt e 69
9. CONCLUSIONES ... e 84
10. FUTURAS INVESTIGACIONES ..., 86
APENDICES ..o 87

A. PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE
CULTIVO . .. e 87

vii



B. METODOS ANALITICOS DE PARAMETROS
FERMENTATIVOS .., 89

C. SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE FRAGMENTOS

AMPLIFICADOS DE LOS GENES FLO Y ACTIL......c.ooiiiiiinnen 107
LITERATURA CITADA ... 112
RESUMEN BIOGRAFICO ....uiiiii e 125
ARTICULO L. .o e e 126
ARTICULQ 2. .o e e e 131

viii



Tabla

II.

I1I.

IV.

VL

VII

VIII

IX

XI

XII

XIII

X1V

XV

LISTA DE TABLAS

Pagina

Condiciones experimentales basales y de estrés usadas en las

fermentaciones con levaduras industriales ..........ccccocevveverneniennenne 23
Caracteristicas de genes FLO estudiados...............c.ocooeiiiiie. 29
Caracteristicas de los iniciadores disefiados para amplificacion

delos genes FLO. ..o 31
Mezcla de reaccion para sintesis de ADNc a partir de

transcritos de ARN aislados de levadura en

fermentaciones bajo condiciones de estrés.............ovvviiiiiiiiiiinnn. 32
Condiciones para la reaccion de PCR reversa ...............ovvvviviencnenen. 32
Mezcla de reaccion para PCR tiemporeal .............coovviiiiiiiininn.. 32
Programa de amplificacion y andlisis de los genes FLOS,

FLO11y Lg-FLO1 mediante PCR tiempo real. ........................... 33
Mezcla de reaccion para sintesis de ADNc para

microarreglos. Mezcla A ........oooiiiiii i 34
Mezcla de reaccion para sintesis de ADNc para

microarreglos. Mezcla B ... 34
Disefio experimental de los microarreglos ..................coeeiiiienn.. 38
Incidencia de genes FLO en cepas de levaduras

Industriales y STIIVESIIeS ... ...ouuiiuiititi i 40
Impacto de condiciones de estrés en floculacion

de levaduras industriales ..............c.oooiiiiiiiiiiii 46
Cantidad de genes con cambio de expresion

significativo bajo condiciones de estrés fisiol0gico ...................... 52
Z scores de genes estructurales de floculacion ......................ooeel. 53
Resultados de analisis ontologico mediante el

software FatiGO. Cepa C820 condicion de edad

generacional alta. ... 54

X



XVI

XVII

XVIII

XIX

XX

XXI

XXII

XXIHI

XXIV

XXV

XXVI

XXVII

Resultados de andlisis ontoldgico mediante el
software FatiGO. Cepa C820 condicion de represion
CAtADONICA .ot 55

Resultados de analisis ontoldgico mediante el
software FatiGO. Cepa C820 condicion de restriccion
CAlOTICA L.t 57

Resumen de anotaciones ontologicas de los 1434
genes con expresion significativamente modificada
(p<0.05) en condiciones de eStrés. ..........ccevvrieiriiiinieiiieenniann.. 58

Resumen de anotaciones ontologicas de los 302
genes con expresion modificada bajo represion
de floculacion. ..........coiiii i 58

Genes inducidos bajo condiciones de estrés
fisiologico relacionados con disminucion de
la floculacion. .........oooiii 59

Genes reprimidos bajo condiciones de estrés
fisiologico relacionados con disminucion de
la floculacion. ..o 62

Modificacion de expresion de genes localizados
en posicion subtelomerica ............ovviiiiiii i, 66

Genes reprimidos por glucosa, detectados en los
ensayos de miCroarreglos. .........ovviviiiiiriiii e 66

Expresion de genes asociados a mantenimiento
de telOMETOS. .. evititie i 67

Genes relacionados a compuestos volatiles cuya
expresion fue modificada en las condiciones de ensayo.................. 67

Genes regulatorios asociados a la expresion de
la floculacion. ..........o.oiuiiiin i 68

Contenido de genes FLO, capacidad de floculacion
y parametros de ligando-receptor para cepas
INAUSEIIALES ..ot 77



LISTA DE FIGURAS

Figura Péagina
1. Ciclo de vida de SACCharOMyCeS SPP.....ouveveirieietiee e e 10

2. Curva de fermentacion de una levadura floculante
yno floculante ........ ..o 11

3. Estado de agregacion de las levaduras en distintas fases

de CreCIMICNTO. .. ettt 14
4. Caracteristicas del microarreglo de ADN usado (YOMGW 01)................ 24
5. Productos de PCR de los genes FLO de las cepas de levadura.................. 39

6. Productos de PCR de FLO11 (A) y Lg-FLO1 (B) a partir de
cepas de levadura lager............oooiiiiii i 40

7. Secuencia nucleotidica del fragmento amplificado del gen

Lg-FLO1 a partir del ADN gendmico de la cepa C790..................... 41
8. Correlacion entre el nimero de genes FLO por cepa

y el fenotipo de floculacion..............ooooiiiiiiiiiiiiiii e 42
9. Fermentaciones con levaduras industriales. ..................coooiiiiiii., 43

10. Efecto de factores de estrés en la floculacion de
levaduras iIndustriales. ......oooviiiiiiie e, 44

11. Comportamiento fermentativo tipico de las diferentes
cepas bajo condiciones de eStrés ..........ovuiiiiniiiiiiiiiii e 45

12. Curso temporal de la floculacion para la cepa C790
en condiciones estandar de fermentacion. ...................cociiiiinnn. 46

13. Curso temporal de la floculacion para la cepa C820
en condiciones estandar de fermentacion. ....................ooeeiiiienen.n. 47

14. Crossing points del gen FLO8 bajo condiciones de estrés
FISTOLOZICO. .. e ettt e 48

15. Crossing points del gen FLO11 bajo condiciones de estrés
FISIOLOZICO. ..t e 49

Xi



16. Crossing points del gen Lg-FLO1 bajo condiciones de estrés
FISTOLO@ICO. v e ettt e 49

17. Distribucion de Z scores de los genes expresados en la cepa
C820 bajo estrés de perfil de carbohidratos..................c.ooooiiiint. 51

18. Secuencia de andlisis de los genes expresados bajo
condiCioNes de ESIES. .. .uuuuine it 51

19. Funciones de los genes inducidos en condiciones de baja
FlocUlaCION ... s 65

20. Funciones de los genes reprimidos en condiciones de baja
floculacion. ... ......oiiiiii 65

21. Modelo del mecanismo de regulacion de los genes de
floculacion en cepas industriales. ............ccccoeiiiiiiiiiiiiiii 83

Xii



ADN
ARN
ARNm
Binax
ADNCc
cel/mL
cm
Cp
Chr
dNTP
D.O.
EDTA
fmol/cel
G
g
h
kb
Kd
kD

kPa

min

NOMENCLATURA

Acido desoxiribonucleico
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero
Union especifica maxima
Acido desoxiribonucléico complementario
Células por mililitro
Centimetro

Crossing point

Cromosoma
Desoxinucledsido trifosfato
Densidad Optica

Acido Etilendiaminotetracético
Femtomoles por célula
Fuerza centrifuga

Gramos

Horas

Kilobase

Constante de disociacion
Kilodalton

Kilopascal

Litro

Minuto

xiii



mL Mililitro
mM Milimolar
mQ Agua ultradestilada miliQ

MYPG Medio de Extracto de Malta, Extracto de Levadura, Peptona y
Glucosa

ug/ul Microgramos por microlitro

pL Microlitro

uM Micromolar
ng Nanogramos
ng/ulL Nanogramo por microlitro
nm Nanometro
nt Nucleétido
ORF (Open reading frame) Marco de lectura abierta

pb Pares de bases
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

pH Potencial de Hidrogeno

pM Picomolar
ppm Partes por millon
R® Coeficiente de determinacion

RT-PCR  Reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real
rpm  Revoluciones por minuto
S Segundo

Tm Temperatura de fusion

X1V



U Unidad de actividad enzimatica
U/mL Unidades enzimaticas por mililitro
uv Ultravioleta
\Y Volts
YPD Agar Glucosa-peptona-extracto de levadura

°C Grado Celsius

°p Grado plato
A Longitud de onda
> Mayor que
< Menor que

X1V



RESUMEN

La elaboracion de bebidas fermentadas a escala industrial por Saccharomyces cerevisiae
involucra la exposicion de las células de levaduras a un ambiente fluctuante, donde
participan diversos tipos de estrés fisiologico. Aunque se han hecho avances en el
conocimiento de la expresion global de algunos genes activos durante la fermentacion, se
desconocen los involucrados en la respuesta a factores de estrés que impactan la calidad
de la floculacion, con un grave detrimento en las operaciones de clarificacion del
producto y recuperacion de levadura. En el presente estudio se identificaron los genes que
participan en la respuesta a diversas condiciones de proceso, y su relacion con la
floculacion de la levadura. Se evalud el efecto de alta presion osmotica, presion
hidrostatica, represion catabolica, restriccion caldérica y edad generacional, sobre la
capacidad floculante de cepas de S. cerevisiae. Ademas se realizo el analisis de expresion
de los genes estructurales de floculacion mediante PCR en tiempo real (RT PCR), asi
como el andlisis de expresion global transcripcional bajo estas condiciones de
fermentacion por microarreglos de ADN. La capacidad floculante fue disminuida por alto
contenido de glucosa en el medio (represion catabdlica); pero fue incrementada con la
edad generacional. El contenido de genes FLO fue variable (de 3 a 6 genes por cepa), lo
que determino hasta cierto grado la capacidad de floculacidn, siendo mas conservados los
genes Lg-FLO1, FLO8 y FLO11. En los resultados de RT PCR se determind que la
expresion de FLO1l y Lg-FLO1l disminuy6é al someterse las células a represion
catabolica. La edad generacional incrementd la expresion de Lg-FLO1, aunque la
expresion de FLO11 se vio disminuida, descartando su participacion en el mecanismo de
floculacién. La expresion de FLO8 no se vio afectada bajo condiciones de represion
catabdlica y edad generacional. Por otra parte, el analisis de microarreglos revelo que la
regulacion de floculacion bajo condiciones de estrés esta sujeta principalmente a un
mecanismo de silenciamiento epigenético por modificacion de la arquitectura de la
cromatina. Genes como ESC1, ESC4, HHF1, HHF2, HHT1, H2FZ, TAP60, HIR1 y
aquéllos que regulan la respuesta a estrés osmotico (BCK2, PTC2, RGD2) participan en
la modulacion de la respuesta de floculacion. De esta forma se concluy6 que Lg-FLO1 es
el gen estructural determinante para la floculacion en las cepas industriales, cuya
regulacion esta ligada a los genes de respuesta a estrés osmotico y los involucrados en el
silenciamiento de genes subteloméricos.



ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae-based fermented beverage industry involves exposure of yeast
cells to a fluctuant environment, where several physiological stress factors appear. Even
though important advance has been made in knowledge about global genetic expression
during fermentation, genes activated in response to stress factors, which impact
flocculation (with a strong detrimental impact in clarifying and yeast recovery
operations) are unknown. In this study, genes participating in response to different
process conditions were identified, and their relationship with yeast flocculation was
elucidated. Effects from osmotic and hydrostatic pressure, catabolic repression, caloric
restriction and generational aging over flocculation ability of S. cerevisiae strains were
evaluated. Also, expression analysis of structural flocculation genes via real time PCR
and DNA microarray whole transcriptional analysis under these fermentation conditions
were carried out. Results showed that flocculation was diminished by catabolic
repression; but it was increased by generational aging. On the other hand, FLO genes
content was variable (3 to 6 genes by strain), which impacted, at least in part, flocculation
ability, being Lg-FLO1, FLO8 and FLO11l the most conserved. In real time PCR
experiments, results showed that expression of FLO11 and Lg-FLO1 diminished when
cells were exposed to catabolic repression. Interestingly, generation aging increased
expression of Lg-FLO1, while expression of FLO11 was diminished, and for this reason
the latter gene was excluded from flocculation mechanism in the studied strains. Neither
catabolic repression nor generational age affected expression of FLO8. On the other
hand, DNA microarray analysis revealed that the genes related to regulation of
flocculation under stress conditions were mainly those that participate in subtelomeric
gene silencing via chromatin architecture remodeling and those involved in response to
osmotic stress. Genes like ESC1, ESC4, HHF1, HHF2, HHT1, H2FZ, TAP60, HIR1 and
BCK2, PTC2 and RGDZ2 (involved in response to osmotic stress) modulated the
flocculation response. Therefore, it was concluded that Lg-FLO1 is the structural
determinant gene for flocculation in the industrial strains studied so far, and its regulation
is linked to those genes involved in response to osmotic stress and subtelomeric gene
silencing.



1. INTRODUCCION

En la industria de fermentacion alcohdlica, la separacion de las células de
levadura del producto depende en gran medida de la capacidad de éstas para agregarse en
cimulos y sedimentar. Este fendmeno, 1lamado floculacion, es espontaneo y simplifica
las operaciones para clarificacion del producto y recuperacion de la levadura para reuso
(Verstrepen et al., 2003; Speers et al., 1992). Sin embargo, existen diversas condiciones
de proceso que afectan la calidad fisioldgica de la levadura y que eventualmente se han
asociado con fallas en el mecanismo de floculacion. Entre éstas se encuentran algunas
que actualmente son muy comunes en los procesos de produccion: a) alta relacion
altura:diametro del fermentador (que provoca alta presion hidrostatica); b) mayor
concentracion total de azucares (que determina una mayor presion osmotica circundante),
c) el perfil de carbohidratos del medio (mayor relacion glucosa:maltosa, que puede causar
represion catabolica), d) almacenaje prolongado de la levadura (que expone a las células
a un agotamiento de nutrientes) y e) reuso seriado en fermentaciones subsecuentes
(Hardwick, 1995). Al no poder separar con facilidad las cé€lulas, la industria tiene que
recurrir al empleo de agentes floculantes (polimeros cationicos, colageno, etc.),
centrifugas o filtros, lo cual incrementa los costos de produccion. Ademads, la presencia
de levadura en el medio provoca autdlisis de la misma, por la exposicion prolongada al
etanol, y a su vez, esto lleva a la generacion de aromas y sabores desagradables (diacetilo,
compuestos de azufre, acidos grasos, principalmente; Verstrepen et al., 2003). Otro
impacto negativo son los retrasos en la produccion al no poder extraer la cantidad de

levadura necesaria para su reindculo en otro fermentador.

La causa de esta pérdida de la capacidad de flocular bajo estas condiciones de
estrés es desconocida, pero probablemente es debida a dafios sobre la pared de la célula

y/o a la alteracion de la maquinaria de expresion génica (Verstrepen et al., 2003).

En este entorno, ;qué genes determinan la floculacion en las cepas industriales de
levadura? ;Como se regula su expresion? Actualmente se carece de informacion sobre la

expresion de los genes implicados en la floculacion (estructurales y/o regulatorios) bajo



estas condiciones de operacion, por lo que el estudio de la expresion génica global es
necesario para entender la manera del como estos factores ambientales modulan la
expresion de dichos genes, lo que conducird a un manejo mas racional de los procesos de

fermentacion.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACION E
IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

A raiz de innovaciones de proceso para mejorar eficiencia y generar nuevos
productos, algunos factores de estrés se han incrementado en los ultimos afos en la
industria cervecera, provocando pérdida de la capacidad de floculacion de la levadura.
Esto ha obligado el uso de operaciones costosas para separar la levadura del producto,
causando también retrasos en la produccion y problemas de calidad. Por otra parte, se
desconocen los mecanismos de respuesta genética a nivel transcripcional de S. cerevisiae
a dichos factores y la relacion de éstos con la floculacion. Identificar los genes
implicados en esta respuesta, permitird tener una herramienta de diagnostico cuando
ocurran situaciones sub-estdndar de produccion, y eventualmente disefiar procesos y
equipos que minimicen sus efectos. Esto llevarda a un manejo mdas racional de las
fermentaciones, evitando fallas en la floculacién y por lo tanto disminuyendo costos por

separacion del producto o desviaciones de la calidad del mismo.



3. HIPOTESIS

Mediante el andlisis de expresion genética global es posible identificar los
factores genéticos que regulan la floculacion de S. cerevisiae bajo condiciones de estrés

fisiologico.



4.1

4. OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar la expresion genética global de Saccharomyces cerevisiae bajo

diferentes condiciones de estrés fisiologico, identificando los genes moduladores de la

floculacion bajo estas condiciones.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Estandarizar condiciones de fermentacion a escala laboratorio para
evaluar el efecto de alta presion osmotica, presion hidrostatica, alto contenido
de glucosa, agotamiento de nutrientes y edad generacional, sobre la capacidad
floculante de cepas de S. cerevisiae.

4.2.2 Identificar la distribucion de genes FLO en cepas de levadura
industriales y silvestres.

423 Realizar andlisis de expresion transcripcional de los genes de
floculacién bajo diferentes condiciones de estrés en fermentacion.

4.2.4 Realizar analisis de expresion global transcripcional bajo estas
diferentes condiciones de fermentacion.

4.2.5 Establecer herramientas de diagndstico de falla de procesos,
seleccionando genes cuya expresion sea determinante para la represion de la

floculacién bajo los factores analizados.



5. ANTECEDENTES

5.1 Saccharomyces cerevisiae

Los hongos (del latin fungus), son organismos heterotrofos, carentes de clorofila.
Las células de los hongos poseen un nucleo diferenciado y muchas de ellas se reproducen
por esporulacion. El tipo de los hongos auténticos (Eumycophyta) abarca a mdas de

80,000 especies que se dividen en 4 clases:

Phycomycetes
Ascomycetes
Basidiomycetes

Fungi imperfecti

Las levaduras cerveceras se encuentran dentro de la clase Ascomycetes, orden
Endomycetales, familia Saccharomycetaceae, subfamilia Saccharomycoideae y genero

Saccharomyces (Lodder y Kreger-Van Rij, 1967).

Durante un tiempo llegaron a clasificarse alrededor de 1000 cepas de levadura
como Saccharomyces cerevisiae, lo que provocaba confusion al estar agrupadas en dicha
especie tanto levaduras usadas en la panificacion, elaboracion de vino, 6 cerveza. Las
pequenas diferencias entre las cepas y que no fueron tomadas en cuenta por los

taxonomos, ponian en aprietos a la industria.

A principios de los 1980’s un grupo de taxonomistas (Priest y Campbell, 1987),
estuvieron de acuerdo en clasificar a Saccharomyces uvarum (levaduras lager) y
Saccharomyces cerevisiae (levaduras ale, panaderas y de destileria) en una sola especie,
S. cerevisiae. De esta manera el numero de especies abarcadas por el genero
Saccharomyces descrito por Lodder (Lodder y Kreger-Van Rij, 1967) en 41 especies, se
redujo a 10.



Una de las caracteristicas fisiologicas que ayuda a la identificacion de cepas
pertenecientes al genero Saccharomyces, es el hecho de que carecen de la habilidad de
utilizar el nitrato como fuente de nitrogeno (Hough, 1990). Un rasgo que permite
diferenciar a S. uvarum de S. cerevisiae, es que la primera fermenta la melibiosa y la
segunda no. La razén radica en que S. uvarum, posee el gen MEL que codifica para la
enzima o-galactosidasa, conocida también como melibiasa. Ambas levaduras consumen

galactosa, sacarosa y maltosa (Russell, 1995).

Una célula de levadura desarrollada mide entre 8 — 14 um, su forma puede ser
esférica 6 elipsoidal, tanto su forma como el tamafio varian segiin la especie a la que
pertenezcan. Su estructura celular estd conformada por un nucleo, pared celular,
vacuolas, citoplasma, reticulo endoplasmico, mitocondrias y membrana plasmatica. Su
citoplasma es homogéneo, en ocasiones con una estructura fina granulosa, con
inclusiones (glucogeno, volutina, lipidos). Todas las levaduras pertenecientes al género
Saccharomyces se reproducen por gemacion multilateral y una sola célula puede dar

lugar a mas de 30 gemas a lo largo de su vida (Hough et al., 1982).

Las levaduras pueden ser diploides, poliploides 6 aneuploides, sin embargo la
mayoria de las cepas en laboratorio son haploides. El ciclo de vida de una levadura se
refiere a la serie de eventos que ocurren entre la formacion de una célula por division de
una célula madre y el momento en que esa célula hija se divide. Este modo de division se
denomina reproduccion vegetativa, durante la cual las levaduras se multiplican por
gemacion. Como consecuencia de ello, una cicatriz de gemacion queda perenne sobre la
superficie de la pared celular de la célula madre, mientras una cicatriz de nacimiento

(mas pequefia), marca la superficie de la célula hija (Russell, 1995).

Una célula de levadura haploide en un medio de cultivo rico, y Optima
temperatura, tiene un tiempo de duplicacion cercano a los 90 minutos. Investigaciones
recientes han demostrado que las levaduras cuentan con 2 tipos de apareamientos,

denominados a y o. Se ha observado que cuando células de diferente tipo de



apareamiento entran en contacto en presencia de un medio rico en nutrientes, ambas
suspenden su ciclo celular y lo ubican en su punto de inicio. Posteriormente las células se
aglutinan y se combinan, lo que forma una célula que cuenta con 2 nucleos
(heterocarionte) y la fusiéon de ambos nucleos produce un zigoto diploide. Esta célula
diploide puede reproducirse por mitosis 6 puede ser llevada hacia la meiosis y formacion
de esporas, si las condiciones del medio de cultivo no son las adecuadas (Russell, 1995).
Durante la esporulacion, las células diploides se dividen por meiosis, lo que origina
cuatro células haploides (tétradas), contenidas dentro de un saco llamado asca (Figura 2).
Las ascas poseen una pared gruesa que posteriormente se rompe para liberar las células

haploides (Priest y Campbell, 1987).

— Ciclo biologico de la levadura Saccharomyces cerevisiae

000
nooooooroo CJ—/ Qﬂﬂﬂlﬂﬂﬂﬂﬂ|]|]|]|]|]|:||]|]|:||]|:||]|]|]|:||]|]|]|]|]|]|]|]|:||]|]|]|:||]||]|]|]|]|]||:||]|]|]|]|:||:||]|]|:||]ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂl|]|]|]|]|]|]|]|:||]|] CY/G

Célt'." la haplo ?e (n} Las téfradas (desordenadas) contienen
po sexual d Colonia dip mde productos meidticos tipn sexual a y dos fipo sexual
(2n; & ) Culotnla haploide (n);
ipo sexual o
1# division 2% division Q P
> mitosis -- meidtica meidtica N & N |
fusio ® uuuluunuuu() |uuuuuunuununt} poooooooonon s [ mitosis .
Moo : NI Los alelos a y

o determinan
el tipo sexual

. =
Célula diploide & &
2n; a o) Jb'/ \-%ﬂ:_/' G
Las celulas de levadura se dividen por gemacion. El huso se = g @ -l
forma dentro del nucleo y no g2 degorganiza la envuelta nuclear. \. - -} "‘\
L 1 ]
I‘%ﬁl]llIIIIIIIII:IIIII:I @ (QI:IIIIIII:IIIIIIIIIIIIII]III]I:II]I:II:II]I:IIII]III:IIIIIIIIIIlIlllIII:IIIIlI:II:II:III:II:IIII:IIIII:IIIIIIIIII:II:IIII:II:IIII:IIII]I:II:II]I]I:II]IIIIIII:II:IIIIII:IIIIIIIllllllll]l]l]l:lllu C{.)/\IF\I
Célula haploide (n) d Colenia haploide (n);
tipo sexual a fipo sexual a

%ﬂﬂnﬂﬂﬂﬂﬂﬂlﬂﬂﬂ%: @ﬂunnunnnnunum%
=

Figura 1. Ciclo de vida de Saccharomyces spp.

5.2 Tipos de Fermentaciones

La produccion industrial de cerveza consta de varias etapas, pero sin duda la més

importante es la fermentacién primaria. Durante estd parte del proceso la levadura
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metaboliza los carbohidratos presentes en el mosto y como resultado de ello la
produccion de alcohol se lleva a cabo. Es precisamente al final de la fermentacion
primaria cuando se aprovecha un fenomeno caracteristico de la levadura: la floculacion

(Figura 2.).
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Figura 2. Curva de fermentacion de una levadura floculante y no floculante.

En la actualidad existen dos tipos principales de cerveza: lager y ale. Las cuales,
como se indicd anteriormente, son fermentadas con levaduras de S. uvarum y S.
cerevisiae, respectivamente. De manera tradicional la cerveza lager es producida por
levaduras de fondo, con un rango de temperaturas entre los 7 y 15 °C; al llegar el fin de la
fermentacion, las levaduras floculan y sedimentan al fondo del reactor, donde son
colectadas. Levaduras de superficie, son empleadas para la produccion de cerveza tipo
ale, estas levaduras fermentan a temperaturas entre los 18 y 22 °C, son menos floculantes
y como consecuencia las burbujas de didoxido de carbono las arrastran facilmente a la

superficie al final de la fermentacién. A esta caracteristica se debe que las levaduras de
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superficie sean recolectadas de la parte superior del reactor en un procedimiento llamado
“desnatado”. Mientras tanto las levaduras de fondo son “cosechadas” del fondo del
fermentador (Dengis et al., 1995). Precisamente las levaduras objeto de estudio de esta

investigacion corresponden a este ultimo tipo.

Las levaduras lager forman un grupo heterogéneo de especies (Vaughan-Martini
& Martin, 1987). Saccharomyces cerevisiae, también llamada a nivel industrial
Saccharomyces pastorianus. La cepa CBS1513 (Saccharomyces carlsbergensis) fue
aislada por Hansen en las cervecerias Carlsberg en el siglo XIX. Esta cepa y sus
derivados son las levaduras lager mas estudiadas. Como caracteristica, estas levaduras
raramente esporulan y cuando lo hacen, sus esporas no son viables (Casaregola et al.,

2001).

Las levaduras lager son hibridos naturales entre Saccharomyces cerevisiae y otras
especies Saccharomyces sensu stricto (incluye: S. bayanus, S. cariocanus, S. cerevisiae,
S. kudriavzevii, S. mikatae y S. paradoxus); adicionalmente estos hibridos tienen una
naturaleza halopoliploide compleja, ademds de una coexistencia de cromosomas

homologos e hibridos (Casaregola et al., 2001; Piskur et al., 2004).

5.3 Floculacion

A nivel celular la floculacion consiste en la agregacion asexual (diferente del
apareamiento mencionado antes) de las levaduras por un mecanismo de adhesion
mediado por proteinas localizadas en la pared celular tipo lectinas (mds propiamente
llamadas zimolectinas, Goldstein et al., 1980; Speers et al., 1998). Este proceso también
puede involucrar la formacidon de interacciones hidrofobicas y uniones inespecificas
débiles. Las zimolectinas reconocen residuos de manosa localizados en la pared de
células adyacentes (Figura 3), generando uniones especificas mediante puentes de

hidrégeno entre los aminoacidos y los residuos de manosa (Speers et al., 1992, Straver et
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al., 1994; Bony et al., 1997, Patelakis et al., 1998; Bony et al., 1998; Touhami et al.,
2003).

Actualmente se conocen tres mecanismos generales de floculacion, los cuales se
diferencian por su susceptibilidad a inhibicion por monosacéridos: a) Flo, la cual es
inhibida por la presencia de manosa; b) New-Flo es inhibida por la presencia de glucosa 'y
manosa (se considera que la diferencia estriba en la estructura del sitio de union de la
lectina, la cual es codificada por genes relacionados, pero distintos) y c¢) insensible a
manosa y aparentemente no involucra la participacion de zimolectinas sino uniones
inespecificas tipo interacciones hidrofébicas y/o idnicas (Stratford y Assinder, 1991;

Dengis et al., 1995, Nishihara et al., 2002).

La capacidad de floculacion es una caracteristica determinante en la seleccion de
cepas industriales, ya que una floculacidén excesiva provocara asentamiento prematuro de
la levadura, dejando azicares fermentables en el producto y una inadecuada remocion de
diacetilo (que provoca un desagradable sabor a mantequilla). Por otra parte, una
floculacion débil o nula dejard la levadura suspendida al final de la fermentacion,
provocando problemas de filtracion, recuperacion de la levadura para reuso y sabor y

aroma a levadura autolizada (Verstrepen et al., 2003).

En la industria es comun observar pérdidas parciales o completas de la
floculacion, las cuales pueden ser reversibles, si son debidas a condiciones de operacion
sub-estandar (problemas en formulacién de mosto, control de temperatura, aireacion,
etc.). Sin embargo, también existen muchos casos en los que la pérdida o disminucion es
irreversible, debido a mutaciones en los genes involucrados, lo que hace necesario

cambiar la cepa de levadura en uso (Sato et al., 2001).
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Célula
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Figura 3. Estado de agregacion de las levaduras en distintas fases de crecimiento.
En (e) y (f) se muestra la interpretacion a nivel molecular de los eventos que ocurren en

la floculacion (Touhami et al., 2003).

5.4  Factores que afectan la floculacion
Los factores que afectan la floculacion se pueden distinguir en tres grandes

grupos: a) carga genética de la cepa; b) condiciones nutricionales del medio y c)

condiciones de fermentacion (Speers et al., 1992; Jin y Speers, 1999; Speers et al., 2006).
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En cuanto a la carga genética de la levadura, se conocen cepas que difieren en el
tipo y cantidad de genes FLO, que codifican las zimolectinas. En general las cepas con
actividad floculante contienen uno o mas de estos genes. Sin embargo, la sola presencia
de los mismos no garantiza el despliegue de la floculacion, ya que algunas cepas en las
que se han detectado estos genes, son no floculantes, lo que indica que la expresion de la

actividad esta sujeta a controles a nivel transcripcion y/o traduccion (Sato et al., 2001).

Respecto a las condiciones nutricionales del medio, existen claras evidencias que
una carencia de cationes divalentes, en especial calcio, impide la floculacion. Al igual
que las lectinas vegetales, se considera que este i6n participa como un activador
provocando un cambio conformacional en la floculina, que entonces es capaz de
reconocer los residuos de manosa en células adyacentes (Speers, 1992). Por el contrario,
otros nutrientes tienen un efecto represor sobre la floculacion, como algunos azuicares
sencillos (glucosa, manosa, maltosa, maltotriosa). Se estima que estos azucares compiten
con los residuos de manosa de las células adyacentes por los sitios de unién de las

floculinas, bloqueando la adhesion (Kobayashi et al., 1998).

Sin embargo, adicionalmente, deben existir mecanismos de control a nivel de
expresion, ya que el crecimiento de la levadura en medio rico en glucosa, provoca una
disminucioén en la capacidad floculante (ademés de la conocida represion catabolica) que
permanece aun después de agotada la glucosa en el medio (Soares y Vroman, 2003;
Sampermans et al., 2005). Esto indica una posible relacion en los mecanismos de
represion catabolica y floculacion. De hecho, es interesante notar que al menos en el caso
de FLO11, el mecanismo de regulacion es muy similar al de STA1, que codifica para una
exoenzima glucoamilasa, necesaria para el consumo de dextrinas, ya que ambos genes

son reprimidos por glucosa via reguladores transcripcionales (Gagiano et al., 1999).
La presencia de niveles mayores de glucosa en la fermentacion se ha hecho muy

importante en los Ultimos afios, debido a la demanda de productos bajos en calorias. Una

estrategia para lograr esto es tener una mayor conversion de dextrinas en azicares
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fermentables usando enzimas glucoamilasas, las cuales provocan un aumento en el
contenido de glucosa, a la vez que disminuyen el contenido de maltosa (Hardwick 1995).
Esto puede generar un efecto represor en la floculacion, al menos en las cepas que poseen

el gen FLO11.

Los aspectos mas estudiados en la floculacion son los efectos de los factores
medioambientales, como temperatura, pH, agitacion, presencia de etanol, presion
hidrostatica y osmotica. En general estos factores actiian sobre las fuerzas fisico-quimicas
que participan en la union lectina-carbohidrato o en las uniones inespecificas (fuerzas de
Van der Waals, efecto hidrofébico, puentes de hidrogeno e interacciones idnicas)

(Denguis et al., 1995; Jin y Speers, 2000).

En particular, en el caso de la presion hidrostatica y osmotica, ademas del efecto
fisico directo sobre pared celular, se desconoce si existe un impacto sobre la expresion de
los genes FLO, lo cual es presumible que ocurra, ya que eventualmente las células
expuestas a estas condiciones manifiestan pérdida progresiva de la capacidad floculante,
después de varios reusos (Smart y Whisker, 1996; Jenkins et al., 2003) Respecto a la
presion osmdtica elevada, desde hace mas de 20 afos ha habido una tendencia
generalizada hacia el “high gravity brewing”, es decir, fermentaciones usando mostos
concentrados. En este caso la concentracion convencional de 12°P (1°P es igual a 1 gr. de
extracto en 100 gr. de mosto) se ha elevado paulatinamente a valores de hasta 18-20°P
(Hardwick 1995, Stewart, G.G. 1999) Esto impone una carga adicional de estrés en la
levadura que se ve reflejada en fermentaciones mas lentas, viabilidad y vitalidad
disminuidas (Heggart et al., 1999; Pratt-Marshall et al., 2002). Ocasionalmente también
se han observado defectos en floculacion (Majara et al., 1996; Rhymes y Smart, 1996).

Asimismo, existe la tendencia a incrementar el volumen y altura de los tanques de
fermentacion. Hasta hace 30 afos los tanques convencionales eran tanques cilindricos
horizontales, donde la altura no sobrepasaba los 3 m. Actualmente se producen tanques
cilindro cénicos verticales de hasta 10,000 HL de capacidad y altura de mas de 20 m.

(Hardwick 1995) El sometimiento de la levadura a presiones de 1.94 — 2 atm (por
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ejemplo un tanque de 6,500 hl con una altura de 19.6 mt. genera una presion en el fondo
de 2.5 bar —2.47 atm-, Wittl y Maier, 1980) provoco un decremento en la viabilidad y
alteraciones en el comportamiento fermentativo (Heggart et. al., 1999). Ademas se han
observado alteraciones sobre la floculacion de algunas cepas en tanques cilindro conicos,
mientras que otras parecen no ser afectadas (A. Jorgensen Lab., 2002; Powell et al.,

2004). Los mecanismos genéticos que operan bajo estas circunstancias son desconocidos.

Adicionalmente se ha hipotetizado que la edad generacional de la poblacion de la
levadura afecta la capacidad floculante. A este respecto se ha observado que células
jovenes floculan menos que aquéllas con mayor nimero de generaciones transcurridas.
La explicacion a este fenomeno es que al envejecer la célula, su pared se torna mas
rugosa, lo que puede facilitar las uniones inespecificas que preluden a la unién lectina-
carbohidrato. Ademas, pudiera suponerse un mayor nivel de expresion en las células,
conforme avanza su ciclo de vida (Powell et al., 2003). Sin embargo, existe evidencia que
el uso seriado por mas de 24 generaciones, disminuy6 la capacidad para flocular de
levaduras ale y lager (Smart y Whisker, 1996), probablemente por la repetida exposicion

a factores de estrés (Smart et al., 1995).

También se ha reportado que la falta de nutrientes por tiempo prolongado afecta
notablemente la capacidad de flocular, y que este defecto se manifiesta incluso en las
fermentaciones subsecuentes. Es interesante mencionar que bajo estas condiciones, se
producen cambios importantes en la topografia de la pared celular, asi como alteraciones
en sus caracteristicas fisicoquimicas (potencial zeta, hidrofobicidad, etc. Smit et al.,
1992; Ogata et al., 2008) Aunque se ha visto que el tipo de fuente de carbono durante el
periodo de almacenaje con pocos nutrientes afecta la retencion de la floculacion, los
mecanismos fisioldgicos o genéticos por los que ocurre este fendmeno son desconocidos

hasta el momento (Rhymes y Smart, 1996; Soares y Vroman, 2003).
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5.5 Genes FLO

Como se menciono, los genes que codifican para las zimolectinas son llamados
FLO. Las zimolectinas son proteinas de gran tamafio (mds de 1,500 aminodcidos), las
cuales constan de 3 mddulos principales: una secuencia sefial hidrofobica para insercion
en membrana en el extremo amino terminal, una region central rica en serina y treonina
y una secuencia seflal para anclaje GPI (glicosil-fosfatidil-inositol) en el carboxilo
terminal (Bidard et al., 1994; Watari et al., 1998; Guo et al., 2000) Se sabe que la region
amino terminal es importante para el reconocimiento de los carbohidratos en la pared de
una célula adyacente (Kobayashi et al., 1998). Una excepcion notable es FLO8 que
codifica para una proteina de alrededor de 800 aminoéacidos que funciona como activador
transcripcional de FLO1, FLO11 y posiblemente otros genes FLO, ademas de genes de
glucoamilasa STA y otros relacionados con crecimiento pseudohifal (Liu et al., 1996; van

Dyk et al., 2005).

Los genes FLO incluyen genes dominantes como FLO1 (FLO4), FLO2, FLOS5,
FLOS8, FLO9, FLO10 y FLO11; y recesivos o semidominantes como flo3, flo6, flo7, fsul,
fsu2 y fsu3 (Dranginis et al., 2007) Con excepcion de FLO11 (también llamado MUC1),
la familia de las zimolectinas comparte una similitud de aminoacidos de 58 a 96%.
FLO11 es el miembro mas divergente de la familia (similitud 37% identidad 26%) y esta
mas relacionado con los genes STA de glucoamilasa de S. diastaticus (Lo y Dranginis
1996) Al igual que estas enzimas, es sensible a represion por glucosa, al tipo de
apareamiento, inducible por limitacion de nutrientes y regulado por STA10. Ademas, a
diferencia de las demas floculinas (excepto FLO8), FLO11 no esta localizado cerca del
telomero, sino cerca del centromero en el brazo derecho del cromosoma IX. Por su
similitud se ha hipotetizado que los genes STA evolucionaron a partir de FLO11. Otros
genes relacionados con FLO11 son GAS1/GGP1, FIG2, AGAL, KREL, que participan en
procesos de adhesion para apareamiento; ademas tiene un 24% de identidad (36 % de
similitud) con MUC1 que codifica para la mucina intestinal humana (Lo y Dranginis,

1996).
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La presencia de una gran region central con secuencias repetidas de Ser-Tre en las
zimolectinas (por ejemplo en Flollp existen 42 copias de la secuencia
PVPTPSSSTTESSSA), provoca una tendencia a generar mutaciones por recombinacion.
Esto se ve reflejado en que la floculacion es una de las caracteristicas mas facilmente

mutables de las levaduras industriales (Liu et al., 1996; Sato et al., 2001).

El analisis de la secuencia sugiere que los genes de la floculacion son una familia
multigénica localizada cerca de los telomeros, similar a las familias SUC, MEL y MAL,
las cuales codifican para caracteristicas importantes para las levaduras cerveceras
(asimilacidon de sacarosa, melibiosa y maltosa, respectivamente), con la ya mencionada
excepcion de FLO8 y FLO11, localizados més cerca de los centrémeros de los

cromosomas V y IX, respectivamente (Teunissen y Steensma, 1995).

Se han identificado también tres pseudogenes, YALO065C, YARO6IW,
YARO062W. YHR213W también ha sido identificado en forma de secuencias
fragmentadas que guardan homologia con FLO1l (Global Gene Hunter, 2006). Se
desconoce si estas secuencias son transcritas en cepas industriales y si tienen alguna

participacion en la floculacion.

5.6  Control de la expresion de la floculacion

Indudablemente, el mecanismo de control de la floculacidon es exquisito, ya que
una expresion prematura de la floculacion priva a la levadura de estar suspendida en el
medio para asimilar los carbohidratos. El hecho de que la floculacion se ve retrasada
hasta después del consumo de azucares, sefiala dos posibilidades: que el retraso en la
floculacion sea meramente debido a factores fisicoquimicos (en especial la desaparicion
de mono y oligosacaridos que compiten por el receptor Flop) o a una expresion tardia de
los genes. Al parecer ambas posibilidades ocurren concomitantemente, ya que la sola
exposicion de la levadura floculada a un medio rico en monosacaridos, revierte la

agregacion (Speers et al., 1992) y a la vez se ha observado mediante microarreglos de
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ADN, que la expresion del gen MUC1 (FLO11) se incrementa mas de 10 veces hacia el

final de la fermentacion (Kondo et al., 2003).

Poco se conoce sobre la identidad de los elementos regulatorios de esta expresion
en fermentaciones industriales (Halme et al., 2004). La mayoria de los estudios provienen
de cepas Saccharomyces cerevisiae a nivel laboratorio y con FLO11, que como se indico,
es el miembro de esta familia mas poco relacionado con otras zimolectinas. Lo que ha
hecho tan atractivo el estudio de este gen es que esta proteina, a diferencia de las
codificadas por otros genes FLO, participa ademas de la floculacion en invasividad en
agar, crecimiento pseudohifal, adhesion a sustrato celular y formacién de biofilms, por lo
que ha servido como modelo para el estudio de los genes implicados en el control de la
diferenciacion celular (Rupp et al., 1999). El promotor de FLO11 es uno de los mas
grandes conocidos en S. cerevisiae ocupando mas de 2.8 kb antes del codon de inicio. Es
practicamente idéntico al promotor de STA. En ambos existen secuencias que son
reconocidas por activadores y represores de transcripcion. En el promotor FLO11 se han
encontrado 4 UAS (upstream activation site, sitio de activacion transcripcional) y 9 URS
(upstream repression site, sitio de represion transcripcional). Ademas se ha comprobado
la unién al promotor de proteinas represoras y activadoras (Gagiano et al., 1999, Rupp et
al., 1999). En general, se sabe que los genes con actividad represora sobre FLO11 son
NRG1, NRG2, SOK2, SFL1, VHS3 y TUP1-SSN6, mientras que activadores son TEC1,
FLO8, SWI-SNF, PHD1, MSN1 y RME1 (Gagiano et al., 1999; Fleming y Pennings,
2001; Kim et al., 2004a, b; Ruiz et al., 2004; van Dyk et al., 2005). Ademas genes de la
cascada de cinasas por AMPc como RAS2, KSS1 y TPK2 también afectan la expresion de
FLO11 (Rupp et al., 1999).

Algunos de estos elementos de control actuan directamente sobre el promotor o el
mecanismo de transcripcion de la holoenzima ARN polimerasa II (Flo8p, Teclp, Sfllp,
Nrglp y Nrg2p), otros como Tupl-Ssn6 y Swi-Snf alteran la topologia de la cromatina
para reprimir o activar a FLO11, respectivamente (Gagiano et al., 1999; Fleming y

Pennings, 2001; Kim et al., 2004a, b; van Dyk et al., 2005).
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En cuanto al gen FLO1, mas comun y holotipo de las floculinas, solo se sabe que
FLOS8 es necesario para su activacion, pero se desconoce si participan otros genes
regulatorios, como los observados en FLO11 (Liu et al., 1996). De los demas genes FLO
se desconocen sus mecanismos de regulacion, excepto que TUPL participa en el control
de 6 genes FLO (DeRisi et al.,, 1997) Dado que TUPL se ha visto involucrado en
regulacion de genes activados por estrés (Carrico y Zitomer, 1998), se refuerza la idea de

una posible relacion entre diversas condiciones de estrés y la expresion de genes FLO.

5.7  Andlisis de expresion a nivel transcripcional

Para muchos microorganismos, los proyectos de investigacion se encuentran ya
en la era post-genémica. La secuencia de ADN de estos microorganismos esta siendo
analizada con varias herramientas computacionales para extraer la mayor cantidad de
informacion teodrica. Esta estatica descripcion tedrica de la célula es actualmente
acompanada por dos metodologias muy dinamicas conocidas como proteomas y
transcriptomas. El transcriptoma se refiere al perfil de transcritos de la célula (ARNm) El
proteoma se refiere al producto de la traduccion de estos ARNm (es decir las proteinas) y
las diferentes variantes o modificaciones generadas por la célula después de este proceso
(Griffin et al., 2002). Desde la publicacion de la secuencia gendmica de S. cerevisiae en
1996 por Goffeau y colaboradores, se abrio la posibilidad de estudiar a nivel global la
expresion de los genes de la levadura. De hecho el primer andlisis de transcriptoma se
realizd en S cerevisiae en 1996 (Velculescu et al., 1997), mediante la técnica conocida

como SAGE (Serial analysis of Gene Expresion).

A partir de 1995, se desarrolld el andlisis de expresion a nivel transcripcion
mediante la técnica conocida como microarreglos de ADN. Esta técnica se basa en el
procedimiento de hibridacion llevado a un nivel masivo (De Risi et al., 1997). Mediante
este analisis, ha sido posible identificar los genes activados bajo ciertas condiciones
fisioldgicas o patologicas. De esta forma se han identificado genes relacionados con

cancer, infecciones, estrés, etc. (Gasch et al., 2000, Peng et al., 2003).
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En 1997 se reporto el andlisis de expresion de los aproximadamente 6100 genes
de S. cerevisiae usando microarreglos de ADN (DeRisi et al., 1997). Los genes fueron
fijados en chips de vidrio en posiciones determinadas. Después el total del ARN o los
ARN mensajeros, extraidos de las células a evaluar fueron copiados a ADNc. Este ADNc
fue marcado fluorescentemente con Cy3 y Cy5, y después se hibridé con el genoma
fijado en los chips. Después de lavado para eliminar el ADNc no hibridado, el chip fue
leido en un analizador que detectd los sitios donde hubo hibridacion especifica, indicada
por la fluorescencia emitida. La cantidad de sefial fijada era proporcional al nivel de
expresion del ARN mensajero de donde se obtuvo el ADNc. Asi, a la vez que se
identifico la naturaleza del gen expresado, se pudo determinar el nivel de expresion del
mismo. De esta forma se identificaron genes cuya expresion se ve inducida o reprimida
durante el shift diauxico. También los genes cuya regulacion esta bajo el control de TUP1

(entre ellos FLO1) y YAP1 (Lee et al., 1999).

Usando microarreglos de ADN en condiciones aerobias y anaerobias en
quimiostato, se determinaron los genes controlados por oxigeno. Interesantemente entre
ellos se encuentra FLO11 cuya expresion se aumento mas de 900 veces en anaerobiosis

(Linde et al., 1999).

En otros estudios en S. cerevisiae, se han realizado analisis en microarreglos de
ADN para conocer la expresion durante la fermentacion y su relacion con la produccion
de compuestos volatiles (responsables del sabor y el aroma) y la produccion de
compuestos azufrados en mostos con bajo contenido nutricional o relacion malta:adjuntos
menor (Fujita et. al., 2002; Kondo et al., 2003) Otros estudios se han enfocado a revelar
los patrones de expresion globales en fermentaciones industriales, comparandolos con los
primeros ensayos realizados en condiciones y con cepas de laboratorio (Higgins et al.,
2001; Olesen et al., 2002; James et al., 2003). A la fecha no se han realizado estudios
mediante esta tecnologia que permitan dilucidar los mecanismos de expresion de la
floculacion, bajo condiciones que afecten a la misma como la presencia de glucosa, alta
presion osmdtica e hidrostatica, senescencia o agotamiento de nutrientes en cepas de

levaduras lager industriales.
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6. METODOS

6.1 Disefio experimental

Se hicieron fermentaciones usando condiciones de estrés que se han reportado que
afectan la floculacion, bajo niveles extremos de operacion. Para esto se usoé un disefio
factorial de 5 tratamientos con 2 niveles. Los valores de estos niveles se fijaron de
acuerdo a la practica actual de operacion del proceso de elaboracion cervecero lager
(Hardwick, 1995; Klimovitz, 2002), y se muestran en la Tabla I. Todas las
fermentaciones se hicieron por duplicado. Para los andlisis estadisticos se usaron pruebas
de regresion simple (para determinar la correlacion de la cantidad de genes FLO con la
floculacién), analisis de distribucion normal (calculo de Zscore, para determinar
diferencias significativas en la expresion por microarreglos), Prueba F de varianzas (para
los andlisis ontologicos) y Prueba de T Student (para los ensayos de floculacién y de

expresion por PCR tiempo real) (Dytham, 1999).

Tabla I

Condiciones experimentales basales y de estrés usadas en las fermentaciones con
levaduras industriales

Estado basal Estado de estrés
Restriccion Calorica Levadura Fresca Lev. Incubada 22 h en agua
Represion catabodlica Glucosa:Maltosa 1:10 Glucosa:Maltosa 10:6
Presion Osmotica 12°P 17°P
Presion Hidrostatica 10° kPa 10° kPa
Edad generacional la generacion 10a generacion

6.2  Cepas de levadura

Las cepas de levadura S. cerevisiae usadas fueron de la coleccion de cepas de
CCM (Cerveceria Cuauhtémoc Moctezuma). Estas fueron las cepas lager C820, C790,
LAW, KJ8, BRY y J-2036; la cepa de panaderia C7754. S. diastaticus, S. willianus y S.
pastorianus fueron obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC, Rockville
MD, USA).
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6.3 Reactivos

Los microarreglos YOMGW 01 fueron provistos por el Instituto de Fisiologia de
la. UNAM (Universidad Nacional Autéonoma de México), los cuales estuvieron
construidos con oligos 50meros a partir del extremo 5’ de 6480 genes de S. cerevisiae
cepa S288C, cubriendo todo el genoma como esta publicado en el SGD (Saccharomyces
Genome Database) en Internet. Una ventaja de este disefio es que la hibridacion se dio en
la parte mas conservada de los ORF (extremo 5°), disminuyendo la probabilidad de falsos
negativos. Otras caracteristicas del mismo se presentan en la Figura 4. Los reactivos para
la extraccion de ARN total y PCR tiempo real fueron de Roche (Indianapolis IN, USA).
Para la sintesis de ADNc, PCR punto final y microarreglos fueron de Promega (Madison

WI, USA). Otras soluciones empleadas se presentan en el Apéndice A.

Microarreglo de S. cerevisiae
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Figura 4. Caracteristicas del microarreglo de ADN usado (YOMGW _01)
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6.4  Fermentaciones

Se hicieron fermentaciones por duplicado en probetas de 2 L usando mosto
proporcionado por CCM. La densidad de extracto se ajustd a 17°P, excepto para los
ensayos de efecto de estrés osmotico, donde ademads se usaron fermentaciones a 12°P. La
fermentacion se realizo ajustando la concentracion inicial de oxigeno a 1 ppm por cada
grado Plato y el indculo a 1.2 X10° cel/mL por cada grado Plato. La temperatura fue 16°C
hasta completar 7 dias de fermentacion. El perfil de azicares se ajust6 usando la enzima
amiloglicosidasa Attenuzyme (Novozymes; Dittingen, Switzerland) Se realizaron
fermentaciones por separado para cada una de las 5 variables evaluadas, usando 2
condiciones extremas para cada variable, de acuerdo a los procedimientos actuales de
produccion en la industria (Tabla I). Las condiciones de fermentacion fueron: 1) mostos
con perfil glucosa:maltosa 1:10 y 10:6 (variable perfil de carbohidratos), 2)
fermentaciones a 12°P y 17°P (variable presion osmotica), 3) fermentaciones en tanques
de 5 (1.2 X 10° kPa) y 6800 HL (2.7 X 10° kPa) (variable presion hidrostatica), 4)
fermentaciones con levadura de 1* y 9-13% generacion (variable edad generacional) y 5)
fermentaciones con levadura recién colectada y almacenada 22 h a 25°C (variable
restriccion calorica). Cada par de fermentaciones solo se diferenciaron en las condiciones
extremas de ensayo, a fin de evaluar el impacto de la variable en estudio sobre la
expresion génica, las demas condiciones de proceso se mantuvieron exactamente igual en
ambas fermentaciones. De la levadura en suspension al 3-5° dia, se obtuvieron 5 mL los
cuales fueron procesados para extraccion del ADN y ARN. La levadura se colecto al final

de cada fermentacion, por decantacion del producto para las pruebas de viabilidad.

6.5 Aislamiento de ADN

Una vez obtenidas las células de levadura, se centrifugaron alicuotas de 1 mL a
14000 rpm por 10 min. La células fueron resuspendidas en buffer TE (10 mM, Tris; 0.1
mM, EDTA; pH 8.0) mas 10% de SDS y fueron lisadas a 65°C por 10 min. El ADN
genomico fue extraido con fenol:cloroformo (24:1) y precipitado con isopropanol

(Sambrook et al., 1989). El ADN fue resuspendido en buffer TE y tratado con 5 unidades
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of RNase One (Promega, Madison WI, US) a 37°C por 30 min (Twintrack Advanced

Course, 2006). Las alicuotas de ADN se mantuvieron a —20°C hasta su uso.

6.6  Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN total se usé el kit High Pure de Roche (Indianépolis,
USA). Se ajustaron las células a 90 x 10°y se centrifugaron a 5000 rpm por 5 min con el
fin de quitar el exceso de medio. La pastilla se resuspendio en 200 ul de PBS y se
transfirio la suspension a un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 mL. Se agregaron 25ul
de la solucion de liticasa a 5 U/ul y se incub6 por 15 min a 30°C. Después, se agregaron
400ul de de Lysis/Binding Buffer en las células resuspendidas. El contenido se mezcld
con el uso de vortex. Posteriormente se insertd6 un High Pure Filter Tube dentro de un
tubo colector y se transfirid toda la muestra dentro del filter tube y se centrifugd por 15s a
10,000 rpm. Se separd el tubo filtrante del tubo colector y se desecho el liquido filtrado, y

de nuevo se inserto el tubo filtrante y el mismo tubo colector.

En un tubo estéril por separado, se prepararon 100ul de la solucion ADNsa (90ul
de ADNsa incubation buffer + 10ul de ADNsa I reconstituida) para cada muestra. Se
agregaron 100 pl de la solucion de ADNsa dentro del tubo filtrante y se incub6 por 15
min de 15 a 25°C. Posteriormente se agregaron 500 ul de Wash Buffer I dentro del tubo
filtrante y se centrifugo 15s a 10,000 rpm. Este paso repitié una vez mas pero con 500 pl
de Wash Buffer II y finalmente con 200 ul de Wash Buffer II centrifugando 2 min a la
maxima velocidad, con el fin de remover cualquier residuo de Wash Buffer. Se desechd
el tubo colector y se insertd6 el tubo filtrante en un tubo de
centrifuga estéril de 1.5 mL. Para eluir el ARN se agregaron de 50 — 100 pl de Elution
Buffer en el tubo filtrante y se centrifugd por 1 min a 10,000 rpm. EI ARN obtenido se

guard6 a -80°C hasta su uso.
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6.7  Cuantificacion de ADN y ARN

La cuantificacion de ADN y ARN a partir de muestras de levadura se hizo en un
espectrofotometro Smart Spec 3000 (BioRad) diluyendo el 4cido nucleico 1:100 en agua
mQ libre de nucleasas, para luego medir la D.O. en una cubeta de 50 pL a 260/280 nm.

6.8  Evaluacion de floculacion

La medicion de la floculacion se realizd esencialmente como se ha reportado
anteriormente (Bidard et al., 1994). Las células fueron lavadas dos veces con buffer
defloculante (20 mM citrato [pH 3.0], 5 mM EDTA), y resuspendidas en el mismo buffer
a una concentracion de 5.3 x 107 células por mL para dar una absorbancia a 600 nm de
aproximadamente 1.0. Después, 800ul fueron transferidos a una cubeta (1 cm?)
conteniendo 200 pl de CaCl, 100 mM para una concentracion final de 20 mM. La cubeta
fue invertida varias veces, entonces se leyo la absorbancia a los 0 y 17-18 min. Los
resultados fueron reportados como porcentaje de células floculantes en muestras por

duplicado, de acuerdo a la siguiente ecuacion (Lo y Dranginis, 1996):

% DE FLOCULACION: Abs inicial — Abs final x 100
Abs final

En algunos experimentos, la floculacion fue determinada por el método de
sedimentacion de Helms, como se describe en el Manual de Métodos de la American

Society of Brewing Chemists Yeast-11A (1999).

6.9  Parametros monitoreados durante las fermentaciones

Durante los 7 dias de fermentacion se utilizo una incubadora refrigerada en la que
se regulo la temperatura a 16°C +/- 1°C. Por otro lado se monitoreo la densidad celular
cada 24 h; pH, el extracto fermentable (°P), asi como el % de alcohol (v/v) con un
densimetro digital Beer Analyzer, (Anton Paar, Graz Austria). Al término de las
fermentaciones se analizd la concentraciéon (en ppm) de dicetonas vecinales libres
(diacetilo) por destilacion seguida de formacién de oximas y espectroscopia (ASBC,
1999) y la viabilidad por el método internacional de azul de metileno (ASBC, 1999). El

perfil de carbohidratos fue medido por HPLC, para las pruebas de represion catabolica,
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de acuerdo a los métodos de CCM. En el Apéndice B se presentan los protocolos de estas

determinaciones.

6.10  PCR punto final de genes FLO
6.10.1 Disefio de iniciadores

Se disenaron iniciadores para los genes Lg-FLO1, FLO1, FLO5, FLOS8, FLO9,
FLO10 y FLO11 utilizando las secuencias reportadas en el National Center for
Biotechnology Information (NCBI, 2006) y el Saccharomyces Genome Database (SGD,
2006, http://www.yeastgenome.org). Para el disefio se utilizaron los programas Megalign
y Gene Quest (ambos de DNASTAR Inc, v 4.05). En la Tabla II se muestran las

caracteristicas principales de estos genes.

Los iniciadores disenados se muestran en la Tabla III. Su disefio se basd en su
localizacion en regiones variables de los genes comparados mediante alineamiento
multiple usando el programa ClustalW2 y EMBOSS Pairwise Alignment Algorithms
(http://www.ebi.ac.uk/Tools) Una vez disefiados, los iniciadores fueron analizados
mediante alineamiento iniciador-iniciador y en la base de datos del NCBI usando el
programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Henegariu et al., 1997) y
simulacion de PCR in silico con ayuda de los programas Fast PCR 6.0 (Rusland Kalendar
Univ. Helsinki, Finlandia) y Ampify 3.1. (Engels, Univ. Wisconsin US). La sintesis de

los iniciadores fue hecha por la compafiia Uniparts a través de sus asociadas en EU.

Antes de utilizarlos, todos los iniciadores fueron ajustados a 100 uM en agua miliQ y

congelados a -20° C hasta su uso.

6.10.2 Cultivos

Se inocul6 una asada de células de levaduras (C820, C790, LAW, BRY, J-2036,
KIJ8, C7754, S. diastaticus, S. willianus y S. pastorianus, por separado) en 10 ml de caldo
YPD un tubo Falcon de 50 mL y se incubaron en agitador refrigerado a 150 rpm y 30°C

por 24 h. El ADN fue aislado como se menciono anteriormente en el punto 5.5.
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Tabla II

Caracteristicas de genes FLO estudiados.

Gen Locus No. Acceso Localizacion (nt)

Lg-FLO1  YHR211W* D89860 Chr VIII (525392 a 528619)

FLO1 YARO50W 851289 Chr I (203394 al 208007)
FLOS YHR211W 856618 Chr VIII (525392 a 528619)
FLO8 YER109C 856845 Chr V (377610 a 375211)
FLO9 YALO063C 851236 Chr I (27969 a 24001)
FLO10 YKR102W 853977 Chr XI (645994 a 649503)
FLO11 YIRO019C 854836 Chr IX (393672 a 389569)

* En cepas industriales (Ogata et al., 2008)

6.10.3 PCR punto final

La PCR se realizd con el kit Go Taq (Promega). Las reacciones fueron
tipicamente realizadas de la siguiente manera: 200 puM dNTPs, 1 uM de cada uno los
iniciadores, 1X buffer verde, 10 ng de ADN blanco y 2.5 unidades de Taqg ADN
polmerasa en un volumen total de reaccion de 50 pL. Las PCR fueron realizadas en un
termociclador Gene Amp PCR system 2400 (Perkin Elmer Cetus Emeryville CA, US).
Los parametros de la PCR fueron: 94°C por 5 min, y luego 35 ciclos de 30 s a 94°C, 1
min a 52°C y 1 min a 72°C; seguido por un paso final de extension de 4 min a 72°C. Los
productos de las PCR fueron mantenidos a -20°C hasta su uso. Las reacciones para cada

gen FLO y cepa se realizaron por separado.
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6.10.4 Electroforesis de los productos de PCR.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al
1.5% en TBE (Standard Low-mr. Bio Rad, Hercules CA, US) y tefiidos con 5 pg/uLL de
bromuro de etidio. 15 pL de cada producto amplificado fueron cargados en pocillos por
separado. Se usaron marcadores de tamaio molecular de 100 a 1000 pb Hyperladder IV
(Bioline, Boston MA, US) La electroforesis se hizo a 85V por 90 min. Los geles fueron
visualizados con un transiluminador de intensidad dual (UVP, Upland CA, US) y foto

documentados.

6.10.5 Secuenciacion de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis y purificados usando el
sistema Wizard SV Gel y PCR Clean-Up de Promega. La secuencia nucleotidica de los
fragmentos purificados fue determinada en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM
(Universidad Nacional Auténoma de México), usando un secuenciador Perkin

Elmer/Applied Biosystems modelo 3730.

6.11  Analisis de expresion génica por PCR tiempo real

6.11.1 Obtencion de ADNc

Del ARN aislado de las fermentaciones, segun lo indicado en el punto 5.6 se
realiz6 la sintesis de ADNc a partir de los transcritos de FLO8, FLO11 y Lg-FLO1
mediante PCR reversa. Para esto se utilizd el kit Reverse Transcription MMLV
(Promega) de acuerdo con el protocolo del fabricante y ajustando la cantidad de ARN a 4

pg. La mezcla de reaccion las condiciones de la misma se muestran en las Tablas [V y V.

6.11.2 PCR tiempo real

Se utiliz6 el equipo LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics) empleando su programa
asociado (LC 4.0) para los analisis y el kit LightCycler Fast Start ADN Master SYBR
Green I (Roche Applied Science). Se utilizaron los mismos iniciadores para la deteccion
por punto final de los genes FLO mencionados en la Tabla III. La reaccion se realizé en

capilares de 20 puL. La mezcla de reaccion se muestra en la Tabla VI.
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Tabla I11

Caracteristicas de los iniciadores disefiados para amplificacion de los genes FLO.

Nombre Secuencia (5’ a 3’) Blanco Tamario de
fragmento (pb)
Lg-FLOF GCTCTGCAGTAAATTCCG
Lg-FLO1 312

Lg-FLOR GGGCCATAGTATATGGAGAGATGGG
FLO1F ATGACAATGCCTCATCGC

FLO1 596
FLO1R CTTCCACCCCATGGCTTGATACCGTC
FLOSF GACAATTGCACACCACTGC

FLO5 423
FLO5,9R CCTGTCATTTCTAGGGTTACG
FLOSF CATGCGGCAAGGCTACAACACG

FLOS8 920
FLOSR GTGTTAGGGGGACTGCG
FLO9F GCGGCATGCCTGCCAGCAAACTCAAGG

FLO9 347
FLO5,9R CCTGTCATTTCTAGGGTTACG
FLO10F AACTGGTACCTACACATTTGGC

FLO10 270
FLO10R GGCAATACCACACTAACAGG
FLO11F CCTTGTTCAACTGGTACTGGCG

FLO11 749

FLO11R TAGAATACAACTGGAAGAGCG

Los controles positivos fueron utilizando 150 ng de ADN genomico. Para los
controles negativos se sustituyo el material genético por agua. En todas las pruebas se
incluyeron reacciones con iniciadores para deteccion del gen de actina (ACT1) como

referencia.

31



Tabla IV

Mezcla de reaccion para sintesis de ADNc a partir de transcritos de ARN aislados de
levadura en fermentaciones bajo condiciones de estrés.

Componente  Conc. inicial ML/reaccion
Agua mQ Variable
Buffer 5X 5.0
RNasin 25U 0.5
dNTP’s 10 mM 5.0
Oligo(dT) 0.5 ng 1.0
ARN total Variable Variable
M MLV-RT 200U 2.0
Total 25.0

Tabla V

Condiciones para la reaccion de PCR reversa

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
25 Smin
37 60min |
70 10 min
4 indefinido

El ADNCc sintetizado se guardo a -20° C hasta su uso.

Tabla VI

Mezcla de reaccion para PCR tiempo real.

Componente  Conc. Stock Conc. ML/reaccion
Deseada

Iniciadores 4.0 uM 0.5 uM 5.0
ADNc 4.0 ug 4.0 ng 1.0
Mezcla

enzima/SYBR 10X 1X 2.0
Green I Buffer

MgCl, 25.0 mM 2.0 mM 0.8
Agua 11.2
Total 20.0
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El programa del termociclador para la deteccion de transcritos por PCR tiempo

real se muestra en la Tabla VII.

Tabla VII

Programa de amplificacion y analisis de los genes FLO8, FLO11 y Lg-FLO1 mediante

PCR tiempo real.
Tipo de Analisis  Ciclos Segmento Temperatura  Tiempo Modo de
(°C) adquisicion
Pre-Incubacion
Desnaturalizacion 1 95 10 min Ninguno
Amplificacion
Desnaturalizacion 95 10s Ninguno
Cuantificacion 45 Alineamiento 52 5s Ninguno
Extension 72 50s Sencillo
Curva de melting
Desnaturalizacion 95 Os Ninguno
dg;?ilzc?gn 1 Alineamiento 65 15s Ninguno
Melting 95 0s Continuo
Enfriamiento
Ninguno 1 40 30s Ninguno

Con el Software LC 4.0 se determinaron los Cp (crossing points, nimero de ciclo
en el cual la fluorescencia supera el umbral predeterminado) de los amplicones el cual es

inversamente proporcional a la concentracion inicial del ADNc presente en la muestra.

6.12  Analisis de expresion a nivel transcripcion mediante microarreglos

Para los microarreglos se hicieron hibridaciones del ADNc proveniente del ARN
total aislado de células de levaduras obtenidas de fermentaciones realizadas bajo las
condiciones basales y de estrés para las variables perfil de carbohidratos, edad
generacional y restriccion caldrica. Se uso una estrategia de ensayo realizando “swaps”
(es decir, invirtiendo el marcaje fluorescente en el duplicado de analisis) para eliminar
datos espurios y tener un analisis mas significativo. El disefio de las combinaciones de
variables y cepas probadas, condujo a la realizacion de 16 microarreglos como se muestra

en la Tabla X. La preparacion del ADNc a partir de los transcritos de todo el genoma de
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la levadura y su marcaje con Cy3 y Cy5 se hizo de acuerdo a las indicaciones del

fabricante (Promega kit Z3604) como se describe a continuacion.

6.12.1 Sintesis y marcaje del ADNc adaptador aminoalilo

La mezcla de reaccion para el marcaje se muestra en la Tablas VIII y IX, para el
ARN extraido del estado basal y de estrés. La reaccion se incub6 a 70°C por 10 min,
posteriomente se coloco en hielo por 5 minutos y se mezclaron las reacciones A y B por
separado para el estado basal y estrés. Se centrifugé e incubo 10 minutos a 25°C, luego 2

horas a 42°C.

Tabla VIII

Mezcla de reaccion para sintesis de ADNc para microarreglos. Mezcla A

Componente pL/reaccion
ARN total (basal y estrés por separado) 2.0
Oligo (dT) 1.0
Random primers 1.0
Agua 1.0
Total 20.0
Tabla IX

Mezcla de reaccion para sintesis de ADNc para microarreglos Mezcla B

Componente  pL/reaccién

Buffer ChipShot 3.0
RT 5X '
MgCl, (25mM) 4.8
Aminoalil-NTP

. 4.0
mix
Transcriptasa 39
reversa
Total 20.0

Transcurrido el lapso se hizo un tratamiento con RNAsa para eliminar los restos

del ARN y dejar solo el ADNCc; para esto se agregd 1.0 pL de RNAsa H y 0.35 pL de
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solucion buffer de RNAsa a los 40 pL de reaccion, se mezcld suavemente y se incubd a

37°C durante 5 min.

6.12.2 Purificacion del aminoalil ADNc (kit de Promega 23613)

Se agregaron 4 uL de acetato de Sodio 3M y 225 pL de Solucién Binding a los
40 pL de aminoacil-ADNc, se mezclo con vortex 5 -10 s, se aplico la mezcla a la
columna y se dejo en reposo 5 minutos. Se centrifug6é a 14000 rpm por 1 minuto. Se lavod
con 500 pL de etanol 80% y se centrifugé a 14000 rpm por 1 min. (3 veces). Se
centrifugd para remover completamente el exceso de etanol. En un tubo limpio se eluy6
dos veces con 30 puL de agua desionizada y se dejo secar en el Speed Vac Savant.

Posteriormente, se resuspendio en 4.5 uL de Bicarbonato de Sodio 100 mM (pH 9.0).

6.12.3 Reaccion de conjugacion.

Se disolvio el colorante con 4.5 pL. de DMSO, dando vortex por 10 s. Se mezclo
con los 4.5 pL de aminoalil-ADNc¢ purificado, se resuspendid en vortex y se incubd a
temperatura ambiente durante 60 minutos sin centrifugar y protegiendo la reaccion de la

luz. Posteriormente se agregaron 72 pL de agua.

6.12.4 Purificacion del aminoalil-ADNc marcado. (kit de Promega Z3613)

Se agregaron 8 puL de Acetato de Sodio y 440 puL de Solucion de Binding. Se
mezclo suavemente y se aplico a la columna. Se dejo en reposo 5 min. y se centrifugé 1
min. Posteriormente se lavo con 500 uL de etanol 80% y se centrifugd 1 min (3 veces) Se
centrifugd 1 min para eliminar el exceso de etanol. En un tubo limpio se eluyé dos veces

con 50 puL de agua desionizada.

6.12.5 Pretratamiento del microarreglo

La laminilla se prehidraté exponiendo el lado impreso a vapor de agua a 50°C
durante 10 s, se volteo para secar y se volvid a exponer al vapor (3 veces). Se fij6 con dos
ciclos de luz U.V. (0.12 J x cm?), y enseguida se lavo con SDS 0.1% durante 1 min a
temperatura ambiente. Se lavd 2 veces con agua desionizada durante 1 min y se paso

inmediatamente a la solucion de Prehibridacion (SSC 5X, SDS al 0.1%, BSA al 1 %), se
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incub6 en agitacion suave por una hora a 42°C. Posteriormente se lavo 5 veces con agua
desionizada estéril a temperatura ambiente y se secod por centrifugacion a 1500 rpm por 5

minutos.

6.12.6 Hibridacion del microarreglo

Se tomd el volumen necesario para tener aproximadamente 0.1 Unidades de D.O.
de la muestra marcada con Cy3 y lo mismo de la muestra marcada con Cy5 por separado,
y se secaron completamente en el Speed-vac Savant. Se resuspendieron ambas sondas
con 3.5 pL de agua desionizada estéril y 14 pL de Solucion de Hibridacion UniHyb
(Array It) preincubada a 65°C. Ambas soluciones se mezclaron dando un volumen final
de 35 puL. La mezcla se desnaturalizé a 94°C por 5 min y finalmente a 65°C por 30 seg.
Se aplico suavemente la mezcla sobre el area del microarreglo y se cubri6 la superficie
con un cubreobjetos (HybriSlipt Schleicher & Schuell). Se colocé la laminilla en la
camara de Hibridacién (Corning 2551). Los microarreglos se incubaron por 12 horas a

42°C.

6.12.7 Lavado de los microarreglos hibridados
Se hicieron los siguientes lavados a temperatura ambiente y en agitacion:
- Un lavado de 2 min con 50 mL de SSC1X-SDS al 0.05%
- Un lavado de 2 min con 50 mL de SSC 0 .06X
- Un lavado de 2 min con 50 mL de SSC 0.06X

Las laminillas fueron secadas por centrifugacion a 1500 rpm por 5 min

6.12.8 Lectura y andlisis de los microarreglos

Los microarreglos fueron leidos con un escaner ScanArray 4000 (Packard
Biochips, Billerica MA, USA). Los resultados fueron obtenidos como imagenes tiff de 16
bits. Los arreglos fueron analizados usando el programa Spotfinder (http:
/Iwww.tm4.org/spotfinder.html) y transformados en valores de intensidad relativa de
fluorescencia, considerando el offset y background de cada spot, y guardados como

archivos .txt.
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Los datos fueron posteriormente cargados en el programa genArise
(http://www.ifc.unam.mx/genarise) y transformados a base logaritmica. genArise es un
programa (en lenguaje R) que contiene funciones especificas para realizar un analisis de
datos de microarreglos de ADN, para detectar genes que son significativamente
expresados de forma diferencial bajo diferentes condiciones de cultivo. Antes de este
analisis, genArise ejecutd un numero de transformaciones de los datos (correccion de
fondo, normalizacidn, filtrado de intensidades, andlisis de réplicas “swap”’) para eliminar
mediciones de baja calidad y ajustar las intensidades medidas para facilitar las
comparaciones. Posteriormente, se calcul6 la razon de expresion diferencial logaritmica y
la intensidad global de cada spot. La razén logaritmica fue representada por el valor R =
logs(intensidad Cy5) — logy(intensidad Cy3), y la intensidad global por el valor I =
logjo(intensidad Cy5) + logjo(intensidad Cy3). Como se observa, genArise uso
logaritmos base 2 para R asi que la razén de expresion estuvo en unidades de cambios de

magnitud 2.

Una vez obtenidos los valores R e I, genArise identifico cuales de los genes
mostraron evidencia de ser diferencialmente expresados. Para esto se utilizé la funcion
denominada “Z score”, la cual calcul6 un valor Z dependiente de la intensidad. Se us6 un
algoritmo de “ventana deslizante” para calcular la media y la desviacion estandar en una
ventana alrededor de cada dato puntual y definiendo un Z score, donde Z determiné el
nimero de desviaciones estandar del dato puntual respecto a la media, de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

Zi = (Ri — media(R)) / SD(R)

Donde Zi es el Z score para cada spot, Ri es la razon logaritmica de cada
elemento y SD(R) es la desviacion estandar de R. Con este criterio, los elementos con un
|Z score| > 2 desviaciones estandar se consideraron ser genes significativamente
expresados de forma diferencial (Gémez Mayén et. al 2006). Asi en un plot R vs I, los
elementos del arreglo fueron codificados por color dependiendo si estos estuvieron a

menos de 1 desviacion estandar de la media (verde), entre 1 y 1.5 desviaciones estandar
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(azul), entre 1.5 y 2 desviaciones estandar (celeste), mas de 1.5 desviaciones estandar
(amarillo), o més de 2 desviaciones estandar de la media (blanco). Los signos positivos o
negativos del Z score indicaron niveles de transcritos inducidos o reprimidos
respectivamente. Los grupos de genes identificados con cambio significativo de
expresion fueron posteriormente analizados mediante los programas FatiGO (http:
//babelomics2.bioinfo.cipf.es) y KEGG2 (http: //www.genome.jp), a fin de identificar
relaciones ontoldgicas significativas que permitieran determinar los procesos bioldgicos

donde dichos genes tuvieran anotaciones registradas en estas bases de datos.

TABLA X

Disefio experimental de los microarreglos

Perfil Carbohidratos Edad Generacional Restriccién Calérica
Condicion Cepa Cy3 Cy5 Condicién Cepa Cy3 Cy5 Condicion Cepa Cy3 Cy5

Basal 790 X Basal 790 X Basal 790 X
Estrés 790 X Estrés 790 X Estrés 790 X
Basal 790 X Basal 790 X Basal 790 X
Estrés 790 X Estrés 790 X Estrés 790 X
Basal 820 X Basal 820 X Basal 820 X
Estrés 820 X Estrés 820 X Estrés 820 X
Basal 820 X Basal 820 X Basal 820 X
Estrés 820 X Estrés 820 X Estrés 820 X
Basal 7754 X Basal 7754 NR NR Basal 7754 X
Estrés 7754 X Estrés 7754 NR NR Estrés 7754 X
Basal 7754 X Basal 7754 NR NR Basal 7754 X
Estrés 7754 X Estrés 7754 NR NR Estrés 7754 X

Total de microarreglos 3 3 2 2 3 3
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7. RESULTADOS

7.1 Deteccion de genes FLO

Los iniciadores de PCR disefiados permitieron la amplificacion exitosa de los
fragmentos de los siete genes FLO dominantes. Mediante electroforesis en agarosa se
comprobo la ausencia de bandas inespecificas, asi como el tamafo esperado de los
fragmentos. En las figuras 5 y 6 se muestran los fragmentos amplificados, asimismo en la
Tabla XI se muestra la distribucion de los genes FLO entre distintas cepas de levaduras

industriales y silvestres, las cuales presentaron diferentes niveles de floculacion.

1 2345 678 1 2 3 45 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

(A) (B) (©)

Figura 5. Productos de PCR de los genes FLO de las cepas de levadura. (A) BRY (lager),
(B) cepa C7754 (panaderia), y (C) S. diastaticus (silvestre) Carriles: 1, marcador 100-
1000 pb; 2, Lg-FLO (312 pb); 3, FLO5 (423 pb); 4, FLO9 (347 pb); 5, FLO8 (920 pb); 6,
FLO10 (270 pb); 7, FLO11 (749 pb); 8, FLO1 (596 pb)
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1 2 3 4 5 6 7 1 23 4 5 6 7

(A) (B)

Figura 6. Productos de PCR de FLO11 (A) y Lg-FLO (B) a partir de cepas de levadura
lager. Carriles: 1, KJ8; 2, C790; 3, BRY; 4, J-2036; 5, marcador de 100-1000 pb; 6,
C820; 7, ADN control (de la cepa C790) sin iniciadores.

TABLA XI

Incidencia de genes FLO en cepas de levadura industriales y silvestres

Cepa  FLOL FLO5 FLO8 FLO9 FLO10 FLO11 Lg-FLo1 *Senes  Floculacion

FLO (mL)
Panaderia C7754  +° + - - - + - 3 0.0
Lager C790 + - + - - + + 4 2.5
Lager BRY - - + - + + + 4 3.8
Lager J-2036 - - + + + + + 5 3.6
Lager C820 + - + - + + + 5 4.5
Lager KJ8 - - + + + + + 5 55
Lager LAW + - + + + + + 6 5.0
S. diastaticus - + + + + + D* 6 NA‘
S. pastorianus + + + - - + - 4 NA
S. willianus - + + + + + - 5 NA

* +, presencia de fragmento amplificado con el tamafio esperado.
b ausencia del fragmento amplificado

¢ D, amplificacion débil del fragmento

4NA, No Aplica
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Por otra parte, a fin de comprobar la identidad de las secuencias nucleotidicas
amplificadas, se realiz6 una secuenciacion de los fragmentos amplificados y purificados.
En la Figura 7 se muestra como ejemplo la secuencia determinada para Lg-FLOL1, la cual
coincidi6 con la reportada en GeneBank. En los demas genes amplificados también se
encontro alta identidad de la secuencia determinada con lo reportado en GeneBank. Estas

secuencias se reportan en el Apéndice C.

Como se observa a partir de estos datos, los genes FLO mdas con mayor
prevalencia en las cepas de levaduras fueron FLO8, FLO11 en general en todas las cepas

y ademas Lg-FLOL1 en las cepas lager.

Lg-FLO1

cccgcaacggaacaacttcttagtatcggagtatttataggccatatattgegggt
cggaatacgttgttgaatcctgtaatgagtatttataaaagttgacattcatccca
tttttcctcgagcccactggcaggcatgcttgtgtacttcctgatgctacgttaag
tagctccagaaaggccaagattaccaaaaatatgcagtggtgtgcaattgtcattt
tttttagtggtgctaatcaatttaaagaaaatcatttgcggaattaccctgcagaa
cagaatctgcaatatgctatgccgggttcaaggtgaaaaattgacaattgcacacc
accgcatatttgtgggaatcttggcctttctggagcttctttagttacagcagaat
acacagcatggctgcaatggcccagcaaaaatttataattcactttaaatccgggt
agagatcacacctgtccacctcagataggccatagtctccatcaaacacttggtcc
ttgcgaccaaccatctcctgtcatgcccagta

Figura 7. Secuencia nucleotidica del fragmento amplificado del gen Lg-FLO1 a partir del

ADN genomico de la cepa C790.

41



Otra interesante observacion fue hecha al comparar la carga de genes FLO de
cada cepa con su capacidad para flocular. Al hacer un analisis de regresion se observo
una correlacion positiva con un coeficiente de determinacion (R?) de 0.75, tal y como se

muestra en la figura 8.
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Numero de genes FLO

Figura 8. Correlacion entre el ntimero de genes FLO por cepa y el fenotipo de

floculacion. Se muestra el coeficiente de determinacion (R?) y la identidad de las cepas.

7.2 Impacto de las variables de estrés fisiologico en la floculacion

A fin de determinar qué variables operativas tuvieron mas efecto en la floculacién
de las levaduras industriales, se realizaron fermentaciones de tres cepas, dos lager (C820
y C790) y una de panaderia (C7754), bajo 5 condiciones de estrés fisiologico, derivadas
de estas operaciones. En la figura 9 se observa la realizacion de estas fermentaciones en
probetas de 2 L y como las cepas lager presentaron en general una mayor sedimentacion

espontanea de levadura.
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Las condiciones probadas, como se menciona en la seccion de Métodos, fueron
restriccion caldrica, represion catabolica, presion osmotica, presion hidrostatica y edad

generacional.

(A) (B) (©)

Figura 9. Fermentaciones con levaduras industriales. (A) Cepa C820, (B) Cepa C790, (C)
Cepa C7754.

El efecto de las diferentes variables sobre la floculacion fue similar entre las
cepas, sin embargo entre las condiciones si hubo diferencias significativas. El perfil de
glucosa:maltosa de 10:6, respecto al tipico de 1:10, provoco un decremento significativo
en la floculacion de 29 — 42% para las cepas C790 y C820. Por otra parte, la edad
generacional causo que las altas generaciones mostraran un incremento en la capacidad
floculante del 23 - 100% respecto a la primera generacion. En ambos casos, la cepa C820

mostré mayor impacto que la C790. La variacion de las otras condiciones de estrés no
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tuvo un efecto significativo, determinado mediante la prueba T de Student (p<0.05, Tabla
XII y Figura 10). La cepa C7754 se comprobd que no era floculante y por lo tanto no fue

afectada por las condiciones ensayadas.
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Figura 10. Efecto de factores de estrés en la floculacion de levaduras industriales. Los
asteriscos indican diferencia significativa de las medias (p< 0.05) entre el estado basal y
de estrés.

Las células en suspension alcanzaron un pico méximo de crecimiento al segundo
dia, después de lo cual decrecié su numero en las cepas C820 y C790, confirmando asi su
capacidad floculante. La cepa C7754 alcanzd su pico maximo al 3-4 dia, y la mayoria de
las células permanecieron en suspension hasta el final de la fermentacion (Fig. 11A).
Respecto al consumo del extracto fermentable (°P), el grado real de fermentacion
permanecid alrededor del 60% en todas las cepas (Fig. 11B). Otra caracteristica que se
observd de acuerdo a lo esperado fue la caida del pH, que esta relacionada con un

consumo adecuado de nutrientes (Fig. 11C).
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Por otra parte, las diferentes condiciones de estrés no tuvieron efecto significativo

en la produccion de etanol ni la reduccion del diacetilo. Los valores fueron los esperados

para levaduras lager siendo de 4.7 a 8.1 % v/v de etanol y el diacetilo de 0.1 a 0.6 ppm.

Respecto a la viabilidad de la levadura el porcentaje de células vivas fue mayor al 94% en

todas las condiciones de estrés ensayadas.
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Figura 11. Comportamiento fermentativo tipico de las diferentes cepas bajo condiciones

de estrés: (A) Curva de crecimiento; (B) gravedad especifica; (C) acidificacion.

De estos resultados se desprende que las variables que mostraron mayor efecto

sobre la floculacion en las cepas lager fueron mostos con alto contenido de glucosa y la

edad generacional, donde la primera disminuy6 esta habilidad, mientras que la segunda

estimul6 dicha actividad. Ademas, dichas variables no afectaron significativamente la

capacidad fermentativa de la levadura.
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TABLA XII

Impacto de condiciones de estrés en floculacion de levaduras industriales

% de Floculacién

C820 C790 C7754
Basal Estrés Basal Estrés Basal Estrés
Presi6on osmética 30.10 33.55 64.69 69.59 4.38 6.47
Represion catabdlica 47.78 27.52 47.05 33.45 2.61 1.28
Restriccién calorica 48.79 4751 77.51 68.40 4.04 2.55
Edad Generacional 35.99 72.03 65.84 80.84 ND ND
Presion hidrostatica 50.13 50.28 60.04 53.39 ND ND

*Los niimero en negritas indican valores con diferencia significativa (p<0.05, T Student)

ND: No determinado

Por otra parte, a fin de determinar el punto en el cual la floculacién se manifiesta
en mayor intensidad durante la fermentacion en las cepas ensayadas, se hicieron
determinaciones de ésta a diferentes tiempos, ya que se ha reportado que la induccion de
la expresion del fenotipo NewFLO, ocurre al momento de obtener el pico mas alto de
crecimiento (densidad celular de 10’-10® cel/mL), y alcanza su méaximo en las posteriores
24 - 48 horas. En este punto, la transcripcion de los genes de la floculacion es la méxima
del ciclo (Davy et al., 2006). Para la cepa C790 el pico mayor de crecimiento ocurri6 al
2° dia y para la C820 al 4°, como se muestra en las figuras 12 y 13. Por esta razon las
muestras para la extraccion de ARN para los ensayos de expresion se tomaron al 3% y 5°

dia en las cepas C790 y C820, respectivamente.
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Figura 12. Curso temporal de la floculacion para la cepa C790 en condiciones estandar
de fermentacion. La flecha indica el punto donde se tomaron las muestras de ARN para
los estudios de expresion.
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Figura 13. Curso temporal de la floculacién para la cepa C820 en condiciones
estandar de fermentacion. La flecha indica el punto donde se tomaron las muestras

de ARN para los estudios de expresion.

Es interesante notar que hubo diferencias en el patrén de floculacion y
crecimiento celular entre las cepas. La C790 tuvo un crecimiento 48 h mas rapido que la
C820, aunque el nimero maximo de células fue significativamente menor. Por otra parte,
aunque la caida de células en suspension comenzé 2 dias antes en la levadura C790, la
cepa C820 lo hizo mas rapidamente, dejando un menor numero de células suspendidas en
el medio. Otra diferencia es que mientras que la cepa C820 aument6 de manera continua
el porcentaje de floculacion durante la fermentacion, la cepa C790 experimentd un
retraso el primer dia, comenzando a aumentar de manera sostenida a partir del segundo
dia. Esto podria indicar diferencias menores en los procesos de regulacion de la
floculacidn, o bien estar relacionado con la diferencia en el contenido de genes FLO,

como se indicO anteriormente.

7.3 Andlisis de la expresion de los genes FLO

Mediante PCR en tiempo real se determiné el nivel de transcripcion de los genes

FLO un dia antes del pico maximo de floculacion determinado anteriormente, que como
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se menciono, en el caso de la cepa C790 fue al 3* dia, mientras que para la cepa C820 fue
al 5° dia. Para esto se tomaron muestras de las levaduras fermentadas bajo represion
catabolica (PCHO) y edad generacional (EG), que fueron las variables que mostraron
mayor impacto en la floculacién, comparandolas contra el nivel de transcripcion en
condicion estandar (basal). El método de comparacion fue mediante la determinacion de
los Cp (crossing point, numero de ciclo en el cual la fluorescencia detectada del amplicon
supera el nivel de umbral predeterminado), el cual al ser mayor su valor indica menor
concentracion relativa del transcrito y viceversa. En las Figuras 14, 15, y 16 se muestran
los Cp para FLOS8, FLO11 y Lg-FLO1, que como se indic6 anteriormente fueron los mas
prevalentes en las cepas estudiadas. Los valores Cp obtenidos se analizaron
estadisticamente mediante la prueba T Student, encontrando cambios significativos de
expresion (p< 0.05) en algunas condiciones con el gen FLO11 y en todos los casos con el
gen Lg-FLO1. El gen FLO8 no mostr6 cambios significativos en ninguna condicion en

ambas cepas.
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Figura 14. Crossing points del gen FLO8 bajo condiciones de estrés fisiologico. Los
asteriscos indican diferencia significativa (p< 0.05) entre el estado basal y de estrés.
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Figura 15. Crossing points del gen FLO11 bajo condiciones de estrés fisiologico. Los
asteriscos indican diferencia significativa (p< 0.05) entre el estado basal y de estrés.
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Figura 16. Crossing points del gen Lg-FLO1 bajo condiciones de estrés fisiologico. Los
asteriscos indican diferencias significativa (p< 0.05) entre el estado basal y de estrés.
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A diferencia de FLO8 y FLO11, los patrones de expresion de Lg-FLO1 en la cepa
C820 fueron directamente proporcionales a los cambios en la capacidad de flocular bajo

condiciones de estrés por perfil de carbohidratos y edad generacional.

7.4  Analisis de Expresion global bajo condiciones de estrés fisiologico

Con el fin de identificar los genes involucrados en la regulacion de la expresion
de la floculacion, se realizaron analisis de expresion global mediante microarreglos de
ADN en células de levadura expuestas a represion catabolica y edad generacional alta.
Ademas, para contrastar los datos generados se incluyd la variable restriccion calorica
(donde no se observd cambio significativo en la floculacién), asi como la cepa de

panaderia (no floculante).

Los datos generados por los microarreglos fueron procesados con el software
Spotfinder a fin de transformar las imagenes .tif producidas por el lector laser en valores
numéricos de intensidad de fluorescencia detectada. Estos valores fueron exportados
como archivos .txt y analizados mediante el programa GenArise para obtener el Z score.
Este valor se considera estadisticamente significativo cuando es > 2, indicando

sobreexpresion del gen analizado y cuando es < -2, indica represion significativa del gen.

Utilizando este software, se determinaron los genes que presentaron cambios en
sus niveles de expresion. La figura 17 muestra graficas tipicas de distribucion de
fluorescencia relativa para la cepa C820 bajo estrés de perfil de carbohidratos, donde se
destacan en blanco los genes con Z score > 2 y < -2 (para el codigo de color ver
Métodos). En la Tabla XIII se muestra un resumen de la cantidad de genes que sufrieron

cambio de expresion significativo en cada cepa y condicion analizada.
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Figura 17. Distribucion de Z scores de los genes expresados en la cepa C820 bajo estrés

de perfil de carbohidratos (para el cdédigo de colores ver Métodos). (A) Genoma total, (B)

Genes con Z score mayor a +/-2.

ORF totales en Microarreglo
6480

\d

Represién/Induccién significativa Zscore mayor a +/-2
2301

i

Genes no redundantes
1434

A

Genes regulados selectivamente bajo represiéon de floculacion
302

¥

Genes con funcion biolégica conocida relevante
170

¥

Genes Regulatorios asociados a Floculacion
19

Figura 18. Secuencia de analisis de los genes expresados bajo condiciones de estrés.
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TABLA XIII

Cantidad de genes con cambio de expresion significativo bajo condiciones de estrés

fisiologico
Represion Catabdlica Edad Generacional Restriccion Calérica

Anotaciéon: Conocida Desconocida Conocida Desconocida Conocida Desconocida
Cepa C820 Indungs 193 6 182 3 144 8
Reprimidos 119 9 96 9 109 15
Cepa C790 Indugldps 109 0 101 3 97 6
Reprimidos 144 8 130 19 158 16
Cepa Inducidos 123 5 ND* ND 191 3
C7754 Reprimidos 181 25 ND ND 85 4

* ND: No determinado

Una vez identificados los genes con cambio significativo de expresion, estos
fueron analizados mediante el software FatiGO, a fin de determinar mediante relaciones
ontoldgicas las funciones en que estan implicados dichos genes. Se seleccionaron
aquellos genes cuyo andlisis estadistico F de varianza fue estadisticamente significativo a

un o= 0.05.

En la Figura 18 se muestra la estrategia utilizada para el mapeo de los genes
relevantes. Tanto los genes estructurales de floculacion como los regulatorios fueron
analizados mediante esta estrategia. En la Tabla XIV se muestran los valores de Z score
para los genes estructurales que resultaron relevantes para la expresion de la floculacion
en las levaduras lager, asi como la levadura panaderia con fines comparativos. Destaca la
regulacion de 2 genes y un pseudogen en las cepas lager. En las Tablas XV, XVIy XVII
se muestran los procesos biolodgicos afectados en cada condicion para la cepa C820.
Resumenes de las funciones que fueron modificadas significativamente se muestran en
las Tablas XVIII y XIX. Utilizando esta informacion se identificaron los genes que se

relacionaron especificamente con la regulacion de la floculacion.
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TABLA XIV

Z scores de genes estructurales de floculacion.

Nombre sistematico Nombre comun Cepas lager Cepa 7754

YHR211W FLO5/LgFLO1 -1.85 -1.91
YER109C FLOS8 -0.24 -0.19
YIR019C FLO11 -0.64 231
YHR213W Similitud FLO1 -2.10 0.70
YAROG1W pseudoFLO1 -2.02 0.07

Las funciones biologicas de los 302 genes cuya expresion fue modificada a la par de la
floculacion se muestran en las TABLAS XX y XXI. De estos, 170 presentaron funciones
bioldgicas conocidas y se consideraron los mas relevantes. Sobresalen los grupos de
genes relacionados con estrés osmotico, silenciamiento de genes subteloméricos,
chaperonas, biosintesis de pared celular, ciclo celular, respiracion y mantenimiento de
telomeros. En las Figuras 19 y 20 se presentan en forma gréfica las funciones de dichos

genes.
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TABLA XV

Resultados de analisis ontoldgico mediante el software FatiGO. Cepa C820 condicion de
edad generacional alta.

i i 5 H = ok

Biological process. Lewel: 3 | S P P A S PN p—walues (1
I s .zex

regulation of bioclogical process 115 0.00594 ©.71405
B 15.94%

cell cuycle B s.o0x 0.007E0 0.71405
m c.=sE

anatonical structure developnent ' 001524 ©0.76243
| o.722

transposition B 5.i0z 005653 1
l oz

response to external stinulus B 2.602 o 12718 1
I aa.zod

cellular conponent organization and biogenes... IS =577 o.14915 1
Bl o4z

cell comnunication B s.s0% 0.17970 1
I 1.452

chenical honeostasis W sz 0.19043 1
B 1z.0az

biosynthetic process N 1o acw 0.23840 1
| o.722

regulation of a nolecular function B 2602 o_zozoa 4
I o.722

response to biotic stinulus B 2.602 o_zozea 1
B z.00x

response to abiotic stinulus l oz o.z993z 1
B =z.o0

regulation of biological quality | oz o.29932 1
I 1.452

cellular honeostasis B s.o0x ©.35192 1
| ox

cellular response to stinulus 1 1.30% o.35814 1
B s.622

con jugation 1 1.30% o_az3es 1
B s.e2%

senual reproduction 1 1.302 o_az3ss 1
W a.z52

asexual reproduction 1 1.302 o.az678 1
B 11 .50

cell division B 7.7 o.agd08 1
Bl 1o .sTE

response to stress e o 51510 1
I 1.a5%

secondary netabolic process 2 053810 1
I 1.a52

defense response l oz o.53810 1
I 1.452

autophagy l oz o.E3810 1
I = .7

prinary netabolic process T .5d950 1
B ozave

filanentous growth | oz 0.55436 1
. oz .45z

establishmnent of localization e 0.61694 1
MW <. 352

cellular developnental process W 5.19% o.Fa7eE 1
W s.o7x

response to chenical stinulus W s.402 ©.7E902 1
I 5T .zT

nacronolecule netabolic process . Tt 0.FFISF 1
o

nitrogen conpound netabolic process B c.asz 0.79155 1
M -.zs%

v to end stinulus B 7.vo 1 1
B =522

RNA localization B =.602 1 1
| o.7z2

interspecies interaction betueen organisns | oz 1 1
M v.zsz

reproductive process M s.a0x 1 1
Bl 11 .50

protein localization E io.39% 1 1
| o.722

nenbrane docking | oz 1 1
| o.7z2

aging | oz 1 1
B s.522

chronosone segregation B z.cof 1 1
I s7 .z

cellular metabolic process I 57 T * *
Bl 1o .14z

catabolic process Bl o.oox 1 1
I o.722

cell proliferation | oz 1 1
| o.722

non—dewvelophental growth I 1.502 1 1
o = o =) ao EE)
R TR T S A T S T

Cluster Query —
Clister reference
<¥3 Unadjusted p-wvalue: FORCindep.radjusted p-value:
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TABLA XVI

Resultados de analisis ontoldgico mediante el software FatiGO. Cepa C820 condicion de
represion catabolica.

Biological process, Level: 3 bV bt bt R ! B! foo  Prvalues(s)
W sz

response to chenical stinulus [ R 0,00186 0,44383
I 2.6

response to biotic stimulus B 10842 0,01191 0,75304
W sz

response to abiotic stinulus | oz 002475 1
I 21,508

regulation of biological process B 10,842 0,04417 1
B 10,53

response to stress [ R 004734 1
I 2.6

cellular developnental process [ 0,08380 1
| 0,752

regulation of biological quality B 3.5l 0,15538 1
I 21,508

biosynthetic process B 14452 021269 1
B 4512

resg to end stinulus | 1,20 0,20415 1
| oz

response to external stimulus | 1.202 0,38426 1
| oz

aging | 1,20 0,38426 1
| oz

non—-developnental growth | 1.202 0,38426 1
B 5.6y

cell connunication [ R 0,40113 1
B 3.7

con_jugation | 1,20 0,40386 1
B 3.7

chronosone segregation | 1.202 0,40986 1
[ R

catabolic process B 4.0 041657 1
W sz

reproductive process [ R 0,42282 1
I 1,502

defense response | oz 0,52459 1
| 0,752

filamnentous growth I 2412 0,56014 1
N 44.367

cellular conponent organization and biogenes... [ R 057210 1
. 63.16%

cellular netabolic process I o Cd 0,6E864 1
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TABLA XVI

. .y
(Continuacion)
1 2.26%
chenical honeostasis B 3.512
I 15.042
protein localization | kR
B oz
RHA localization I 2.412
B 376
sexual reproduction I 2.412
| i
azexual reproduction 1 2.412
B 4512
anatonical structure developnent W s

nacronolecule netabolic process

nitrogen compound metabolic process

cell cycle

cell division

behavioral interaction between organisns

secondary netabolic process

interspecies interaction between organisns

cellular honeostasis

nenbrane docking

autophagy

regulation of a molecular function

primary netabolic process

transposition

establishnent of localization

behavior

cell proliferation

(*) lnadjusted p-value: FIR{indep,)adjusted p-value:

56

. is.12
I .78
M 577

[ N

W o772

W .43

[ RN

B 10,842

| 0,752

loz

| 0.75%

loz

| 0,752

loz

I 2.262

I 2.412

| 0,752

loz

I 1.50%

| 1,202

| 0,752

loz
I o.657
I G042
| 0,752

loz

I o082
[ R

| 0,75

loz

| 0.752

lox

Cluster Query
Cluster reference

0.BF7EE
0,68639
0,70329
0.70333
0,70383
0,75245
0,78024
0,739027
0,81338

0,83032

100
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TABLA XVII

Resultados de analisis ontologico mediante el software FatiGO. Cepa C820 condicion de
restriccion calorica.

57

Biological process. Lewvel: 3 —walues (*

e p b b et k! B! e P )
I 7.7z

cellular netabolic process I .o 0.01771 1
B 10.34%

cell division 1 1.52¢ 0.03355 1
[ REXT

cell cycle TR 008427 1
B oe.m

cellular developnental process loz 0.16065 1
I t.7zz

cell connunication W 5062 0.19167 1
I s

prinary netabolic process I .05 0.20261 1
B 11212

nitrogen conpound netabolic process W 5.8 0.29977 1
Bl 12932

regulation of biological process W 75 0.32989 1
| R

biosynthetic process . o .d 0.33312 1
I 5o

nacronolecule metabolic process I iz 0.35656 1
loz

autophagy 1 1.522 0.36264 1
B oe.m

reproductive process 1 1522 0.41959 1
I 1722

carbon utilization 1oz 0.53518 1
| e

response to biotic stimulus l oz 0.53518 1
I 1722

asexual reproduction 1oz 0.53518 1
| e

chronosone segregation B .03 0.62174 1
| 1.7z

filanentous growth 1 s 0.62174 1
| EEREH

catabolic process Bl 10.612 0.64552 1
0 .5y

chenical honeostasis 1 1522 0.65465 1
| BERGH

cellular honeostasis 1 1.52% 0.65965 1
B z.59

response to endogenous stinulus B s 0.66931 1
I .0a?

cellular conponent organization and biogenes... . 0.74d09 1
W 6082

response to chenical stinulus B o455 0.74970 1
M sez

response to stress B 10617 0.79180 1
M s.g88

protein localization B o612 080126 1
B ¢

anatonical structure developnent I .03 1 1
W 5.7

RHA localization B o455 1 1
| 0.66%

secondary metabolic process | oz 1 1
B z.59

regulation of biological quality 1 1.52% 1 1
| o.86¢

con jugation 1 1.55% 1 1
| 0.8

sexual reproduction 1 1522 1 1
| 0.66%

nuclear division loz 1 1
| 0.86%

transposition loz 1 1
I 2s.a12

establishnent of localization . s 1 1
| 0.8

non-developnental growth loz 1 1
o 20 40 B0 B0 100
R T R T S T A T A T

Cluster Quer —
Cluster refefence —
%) Unadjusted p-value; FORCindep.ladjusted p-value;



TABLA XVIII

Resumen de anotaciones ontologicas de los 1434 genes con expresion significativamente
modificada (p< 0.05) en condiciones de estrés. Nivel de analisis ontologico = 3. Entre
paréntesis se muestra el valor estadistico p.

Represion Catabdlica Edad Generacional Restriccién Calérica
Respuesta a estimulos quimicos (0.002) Regulacién de procesos bioldgicos (0.006) Procesos metabdlicos celulares (0.017)
Respuesta a estimulos bioticos (0.011) Ciclo Celular (0.007) Division celular (0.033)
Cepa 820 Respuesta a estimulos abioticos (0.024) Desarrollo de estructuras anatémicas (0.015)

Regulacién de procesos biolégicos (0.044)
Respuesta a estrés (0.047)

Segregacion de cromosomas (0.004) Regulacion de procesos biolégicos (0.007) Procesos catabdlicos (0.015)
Ciclo celular (0.005) Establecimiento de localizaciéon (0.012)
Cepa 790 Respuesta a estimulos bioticos (0.031) Biogénesis (0.025)
Regulacion de procesos biolégicos (0.034) Procesos metabdlicos macromoleculares (0.026)

Respuesta a estimulos quimicos (0.044) Procesos metabdlicos celulares (0.027)
Procesos biosinteticos (0.00007) ND
Conjugacion (0.008) ND
Reproduccién sexual (0.008) ND
Biogenesis (0.009) ND
Regulacién de calidad biolégica (0.009) ND
Cepa Panaderia Comunicacién Celular (0.018) ND
Desarrollo de estructuras anatémicas (0.018) ND
Divisién celular (0.019) ND
Crecimiento filamentoso (0.020) ND
Regulacién de procesos biolégicos (0.024) ND
Procesos reproductivos (0.026) ND

TABLA XIX

Resumen de anotaciones ontologicas de los 302 genes con expresion modificada bajo
represion de floculacion. Nivel de analisis ontologico = 6. p<0.05.

Inducidos

Reprimidos

Ensamble de Cromatina
Regulacion negativa de procesos celulares

Plegamiento de proteinas (heat shock, ubiquitina)
Fosforilacion oxidativa

Cepa 820 Transduccion de sefiales MAPK
Ciclo Celular
Ciclo celular Respiracion aerébica
Cepa 790 Transduccién de sefiales Plegamiento de proteinas (heat shock, ubiquitina)

Factores de trenscripcion basales

Transduccién de sefiales
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TABLA XX

Genes inducidos bajo condiciones de estrés fisioldgico relacionados con disminucion de
la floculacion.

Procesos biolégicos

Nombre sisteméatico

Nombre coman

Descripciéon

Biosintesis pared celular

Chaperona
Ciclo celular

Citoesqueleto

Degradacion de proteinas

Degradacién vacuolar

Desconocido

Ensamble Nucleosomas

Esporulacién
Estabilizacién de membrana

YDLO55C
YEROO1W
YKRO30W

YNLO84C
YGLO38C
YKLO73W
YDR493W
YGR108W
YMR198W
YPR119W
YDR383C

YFR046C
YLR381W
YMR094W
YBR138C
YDR325W
YGR179C
YDR106W

YNL148C
YELO12W
YER100W
YFR004W
YML101C
YPR103W
YGRO48W
YBR080C
YBR217W
YDR200C
YBR226C

YCLO06C

YDL151C
YDL178W

YDL183C
YDL196W
YDR157W
YDR535C

YELOO1C
YER187W
YGL069C

YILO86C

YLR125W
YNL109W
YOR154W

YOR200W
YOR248W
YPRO14C
YPRO15C
YPROG64W
YDR396W
YDR161W
YNL334C
YPRO48W
YARO27W
YCRO087C-A
YDLO72C
YGRO053C
YGR130C
YORO093C
YBLOO2W
YDR224C
YDR225W
YDR522C
YLRO56W

PSAl
MNN1
GMH1/MSG1
END3
OCH1
LHS1
AIM8
CLB1
CIK1
CLB2
NKP1
CNN1
CTF3/CHL3
CTF13
HDR1
YCG1
OKP1
ARP10
ALF1
UBC8
UBC6
RPN11
CUE4
PRE2
UFD1
SEC18
APG12
VPS64

BUD30
AlP2

IRC22

SLP1

TOS11

TCI1
SNO2
TAH18
uIP3
LUG1
YET3

HTB2
HTB1
HTAL
SPS2
ERG3

Mannosa-1-fosfato guaniltransferasa
alfa-1,3-manosiltransferasa

Proteina desconocida de Golgi, posible rol en sintesis de pared
Requerido por endocitosis y organizacién del citosqueleto
Alfa-1,6-mannosiltransferasa

Chaperona de lumen del RE (precursor de homologo HSP 70)
ORF no caracterizado participa en ciclo celular

Ciclina B, especifica para G2/M

Protefna asociada al centrosoma

Ciclina B, especifica para G2/M

Proteina no esencial del cinetocoro

Proteina del cinetocoro

Proteina del cinetocoro

Proteina del cinetocoro, CBF3, 58 kD

Proteina que provoca defecto reduccional de alta dosis
Condensina G

Proteina externa del cinetocoro

Similitud a Actina

Alfa tubulina cofactor B de plegamiento

Enzima E2 conjugante de ubiquitina

Enzima E2 conjugante de ubiquitina

Subunidad reguladora del proteasoma 26S
Desconocida, blanco de ubiquitina

Subunidad (beta5) del proteasoma 20S

Proteina de degradacion de fusién a ubiquitina

Proteina de fusién vesicular, homoélogo funcional de NSF
Componente del sistema autofagico

Trafico a vacuola, arresto ciclo celular

ORF dudoso

OREF eliminado

ORF dudoso, sobrelapado a RPC53

Proteina interactuante con actina 2

ORF no caracterizado, no esencial

ORF dudoso, localizado en promotor de SEC31

ORF dudoso

ORF dudoso, localizacién subtelomérica

Proteina desconocida del RE

Inducida en mutantes deficientes respiratorios

ORF dudoso, sobrelapado a ygl068w, perdida resistencia a estrés
ORF dudoso

Desconocida, posible papel en transposicion

ORF dudoso

Proteina de membrana desconocida, pertenece a la familia
parecida a SUN

ORF dudoso

ORF cuestionable

ORF dudoso

ORF desconocido, arresto ciclo celular

ORF dudoso

ORF Dudoso, sobrelapada a NCB2 del complejo de histona
ORF eliminado

Proteina de funcion desconocida, posicion subtelomerica
Desconocida, similar a NDOR1

Proteina integral de membrana desconocida

ORF no caracterizado

Desconocida, mutacién decrece secrecion de invertasa
ORF desconocido

ORF no caracterizado

ORF no caracterizado

Histona H2B.2

Histona H2B

Histona H2A

Proteina esporulacién especifica

C-5 esterol desaturasa
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TABLA XX

(Continuacion)

Procesos biolégicos

Nombre sisteméatico

Nombre comun

Descripciéon

Estrés osmético

Factores de Traduccién
Factores de Transcripcion

Gemacion

Mantenimiento telémeros

Metabolismo primario

Metabolismo secundario

Mitocondria

Particulas virales
Peroxisoma

YER062C
YERO089C

YORO008C

YER167W
YFLO47TW

YILO53W
YOL116W

YPRO41W
YBL014C

YGRO047C
YOR172W

YPR104C
YPLOO7C

YPLO82C
YPR187W

YIL140W
YBLO60OW
YPR131C
YELO53C

YDLO77C
YPLO84W

YBR248C
YDR232W
YGL009C
YJL112w

YMRO015C
YDR165W
YJR016C
YOR278W
YPL148C

YNLO1OW

YOL143C
YDR462W

YJLO23C
YKLO27W
YMROO3W
YMR024W
YNL252C

YBR108W
YCROO3W
YGR102C
YLR190W
YNL118C
YPR125W
YPLO60C-A

YDR265W
YOLO044W
YPL112C

HOR2
PTC2

SLG1/WSC1

BCK2
RGD2

RHR2
MSN1

TIFS
RRN6

TFC4
YRM1

FHL1
TFC8

MOT1
RPO26

SRO4

YEL1

NAT3
MAK10

VAMG6
BRO1

HIS7
HEM1
LEU1
MDV1
ERG5
TRM82
ILV3
HEM4
PPT2

RIB4
MRPL28

PET130

aim34
MRPL3
MRPL17

AIM3
MRPL32

MMR1
DCP2
YLH47

PEX10
PEX15
PEX25

Fosfatasa de DL-glicerol, respuesta a estrés osmotico
Fosfoprotein fosfatasa tipo 2C, defosforila Hoglp y Cdc28p.
Inactiva via MAPK durante estrés osmético

Sensor requirido para integridad de pared celular y respuesta a
estrés hipo-osmético, via sefializaciéon Ras, PKC1/ MAPK

Supresor de mutaciones en protein cinasa C
GTPasa proteina activadora para Cdc42p y Rho5p. Via PKC-1

Fosfatasa de DL-glicerol, respuesta a estrés osmético

Activador transcripcional involucrado en regulacién de expresion
invertasa y glucoamilasa, crecimiento invasivo y diferenciacién
pseudohifal (FLO11) y respuesta osmética estrés

Factor de inicio de traduccién elF5
Factor de inicio de transcripcion especifico de RNA polimerasa |

Subunidad TFIIIC (factor de inicio de transcripcion), 131 kD
Factor de transcripcion dedo de zinc (paralogo Yrrlp actua en
resistencia multidroga)

Activador transcripcional de la horquilla. Familia HNF3

Factor de inicio de transcripcion de RNA Polimerasa Il TFIIC
(tau), 60 kDa subunidad

Proteina accesoria transcripcional

RNA polimerasa dependiente de DNA |, 11, 1Il 18 KD subunidad

Requerida para patrén axial de gemacién

Implicada en gemacién

N-acetyltransferasa, su expresion acorta telomeros
Glucosa-represible proteina de la familia Nat. Su expresién
altera el mantenimiento de telomeros

Carboxipeptidasa vacular Y.

Proteina de tréafico de proteinas a endosomas. Participa en el
mantenimiento de telémeros

Glutamina amidotransferasa/ciclasa

5-aminolevulinato sintasa

3-isopropilmalato deshidratasa

Similitud a MET30P y controlador de azufre 2 de N.crassa
C-22 esterol desaturasa

Modificacién de tRNA

Dihidroxi-acido deshidratasa

Uroporfirinogeno Ill sintasa

Fosfopanteteina protein transferasa

ORF no caracterizado, fosfoserina fosfatasa, acumulacién
glicogeno

6,7-dimethil-8-ribitilumazina sintasa

Proteina ribosomal de la subunidad grande (YmL28),
mitochondrial

Sintesis de proteina, mitocondrial

Desconocida, localizada en membrana externa mitocondrial
Desconocida, participa en mutacion deficiente respiratoria
Proteina ribosomal la subunidad grande, mitochondrial
Proteina ribosomal de la subunidad grande (YmL30),
mitocondrial

Proteina cuya mutacion induce deficiencia respiratoria
Proteina ribosomal YmL32, mitocondrial

Proteina desconocida mitocondrial

Proteina mitocondrial

Proteina supresora de deficiencia respiratoria

Proteina mitocondrial

TyA Gag viral, pseudogene

Proteina de ensamblaje peroxisomal - peroxina
Requerida para ensamblaje de peroxisoma- peroxina
Peroxina periferica
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TABLA XX

(Continuacion)

Procesos biol6égicos

Nombre sisteméatico

Nombre comun

Descripcién

Procesamiento RNA

Replicacion de DNA
Resistencia a zimocinas
Respuesta a estrés en DNA

Ribosomas
Silenciamiento de genes

Sintesis de proteinas

Supresor de mutacién

Traduccién
Tréfico de proteinas

Transduccion de sefiales

Transportador

Q0110
YDR240C

YLR204W

YPR107C
YCR0O19W
YJR135C

YILO27C
YER143W
YGL123W
YBRO09C

YMR219W
YNLO30W
YNLO31C

YOLO006C
YOLO012C

YGL112C
YHR154W

YGR171C
YMLOOSW
YDR316W

YHR163W

YOR247W

YGR162W
YIL173W
YJLO29C

YLR360W

YNLO38W

YGR100W
YJLO31C
YOL002C

YIL117C

YGL121C
YJLO93C
YMLO38C
YPLO58C
YOL103W

BI2
SNU56

QRIS

YTH1
MAK32
MCM22

KRE27
DDI1
RPS2
HHFL

ESC1
HHF2
HHT2

TOP1
HTZ1

TAFG0
ESC4

MSM1
TRM12/TYW2
OomMs1

SOL3

SRL1

TIF4631
VTH1
VPS53
VPS38
GPI15
MDR1
BET4
1ZH2/PHO36

PRM5

GPG1

TOK1

YMD8

PDR12
ITR2

Maturasa de mRNA BI2
Proteina U1 snRNA, sin contrarparte en snRNP de mamiferos

Proteina de membrana interna mictocondrial, participa en
procesamiento de mRNA de COX1

Proteina del complejo procesador 3

Necesario para estabilidad estructural L-A dsRNA

Requerida para mantenimiento de cromosomas y
minicromosomas

Resistencia a toxina killer K1

Inducida en respuesta a dafio por alquilacién de DNA
Proteina de la subunidad pequefia ribosomal 40S

Histona H4. Interactua con Sir4p para silenciamiento de
telomeros

Establece silenciamiento de cromatina en telémeros uniendose
a Sirdp

Histona H4. Interactua con Sir4p para silenciamiento de
telomeros

Histona H3. Interactua con Sirdp para silenciamiento de
telomeros

DNA topoisomerasa |, Participa en silenciamiento de rDNA
Variante de histona H2AZ. Regula extension de silenciamiento

Factor transcripcional TFIID y subunidad SAGA, similar a histona
H4
Establece silenciamiento de cromatina, regula transposicién

Metionil-tRNA sintetasa

Metiltransferasa, participa en sintesis de Phe-tRNA

Proteina integral de membrana mitocondrial. Supresor multicopia
de mutaciones OXA1

6-fosfogluconolactonasa. Debil supresor multicopia de LOS1-1

Manoproteina de pared celular, requerida para su estabilidad en
ausencia de manoproteinas ancladas por GPI, tiene alto
contenido de serina-treonina; expresion es inducida en mutantes
de pared celular.

Proteina de unién a cap de mRNA (elF4F), 150K subunidad
Glicoproteina involucrada en tréafico de proteinas

Requerida para trafico de proteinas a Golgi

Proteina involucrada en trafico de proteinas

Involucrada en sintesis de proteinas ancladas por GPI

GTPasa citoplasmica

Geranilgeranil transferasa, cadena alfa

Metabolismo de zinc, transduccion de sefiales en apoptosis

Proteina regulada por feromonas, inducida durante sefializacién
de integridad celular

Proteina G involucrada en diferenciacién pseudohifal

Canal rectificador exterior de potasio

Posible transportador de azucar-nucleétidos

Transportador de resistencia multidroga

Mio-inositol permeasa, menor
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TABLA XXI

Genes reprimidos bajo condiciones de estrés fisiologico relacionados con disminucion de
la floculacion.

Procesos biolégicos Nombre sistematico Nombre comdn Descripcién
Apareamiento YCRO40W MATALPHA1 Proteina regulatoria de apareamiento, copia expresada en el
locus MAT, blanco de silenciamiento por modificacion de
cromatina
Biosintesis de pared celular YDR454C GUK1 Guanilato cinasa, crecimiento de manosa en glicoproteinas
Chaperona YDR171W HSP42 Débil similitud a proteina HSP18 Streptomyces, chaperona
YDR214W AHA1 Proteina de choque térmico, Co-chaperona
YHR064C PDR13 Chaperona de la familia HSP70
YLLO24C SSA2 Proteina de choque térmico de la familia HSP70, citosolica,
chaperonina
YLLO26W HSP104 Proteina de choque térmico, chaperonina, ayuda a
mantenimiento de telémeros
YMLO94W GIM5 Componente del complejo Gim, co-chaperona
YMR186W HSC82 Proteina de choque térmico, ayuda a mantenimiento de
telémeros
YNLOO7C SIs1 Proteina de choque térmico, co-chaperona
YPL106C SSE1 Proteina de choque térmico de la familia HSP70, chaperona,
ayuda al mantenimiento de telémeros
Ciclo celular YJL187C SWE1 Cinasa de especificidad dual, inhibe Cdc28p
Citoesqueleto YBR234C ARC40 Proteina requerida para motilidad e integridad de actina cortical
YHRO16C YSC84 Organizacion citoesqueleto
YKLO13C ARC19 Proteina requerida para motilidad e integridad de actina cortical
YNLO94W APP1 Organizacion de filamentos de actina
Desconocido YARO061W Similar a FLO1, subtelomerico
YARO069C ORF dudoso
YBR287W ORF no caracterizado
YDLO71C ORF dudoso
YDL123W SNA4 Desconocido ORF
YDR124W ORF no caracterizado
YDR187C ORF dudoso
YDR290W ORF dudoso
YDR537C ORF dudoso, posicién subtelomérica
YELOO8W ORF desconocido
YELO10W ORF dudoso
YEL045C ORF dudoso
YER130C ORF no caracterizado
YGL228W SHE10 Causa letalidad cuando es sobreexpresado, proteina unida a
GPI
YHR022C ORF no caracterizado
YHR126C ORF no caracterizado
YHR213W Similar a FLO1, subtelomerico
YILO49W DFG10 Involucrada en crecimiento filamentoso
YJLO79C PRY1 Similitud a Pry2 y Pry3
YJL142C IRC9 ORF dudoso
YKLO44W ORF dudoso
YLR046C ORF no caracterizado, proteina membranal, resistencia
multidroga
YLR101C ORF dudoso
YLR311C ORF dudoso
YLR327C TMA10 Proteina asociada a ribosomas
YLR462W ORF no caracterizado, similar a helicasa, localizado en el
telémero
YMR103C ORF dudoso
YMR172C-A ORF dudoso
YNLO34W ORF no caracterizado
YNL331C AAD14 Similitud a aryl-alcohol reductasa
YORO019W Interactua con ribosomas
YOR024W ORF dudoso
YOR139C ORF dudoso
YOR292C ORF no caracterizado
YPLO44C ORF dudosa
YPL182C ORF dudoso
YPL245W ORF no caracterizado
YPRO02C-A ORF dudoso
YPR158W ORF no caracterizado
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TABLA XXI

(Continuacion)

Procesos biolégicos

Nombre sisteméatico

Nombre comun

Descripciéon

Degradacion de proteinas

Degradacion vacuolar

Esporulacién

Exocitosis
Factores de traduccion
Factores de transcripcion

Gemacion
Metabolismo primario

Metabolismo secundario

Mitocondria

Peroxisoma

Respuesta a estrés térmico

Respuesta a estrés salino

YBR082C

YKL210W
YLLO39C-R
YOR117W
YELO60C
YGR223C
YHR171W
YHR195W
YERO044C-A
YNL128W

YPR192W

YNL293W
YDLO69C
YBLOOBW
YBLO25W

YLR256W

YNRO23W

YPRO25C

YHR149C
YBR265W
YBR299W
YDRO72C
YGL026C
YGRO087C

YGR208W
YHR144C
YIR029W
YJLOGOW
YLRO58C

YLRO58C-R

YLR328W
YLR432W

YOR303W
YELO11W

YER150W

YNL141W
YOL126C
YBLO30C
YERO53C
YGLO8OW
YGR243W
YHR162W
YKRO16W
YMR115W

YNLO26W
YCRO005C
YDLO78C
YDR256C
YCRO021C

YDR504C
YDR276C
YDR276C-R
YDR456W

YFRO39C

UBC4

UBA1
UBIS
RPTS
PRB1
HSV2
APG7
NVJ1
MEI4
TEP1

AQY1

MSB3
CBS1
HIR1
RRN10

HAP1
SNF12
CCL1

SKG6
TSC10
MAL32

IPT1

TRP5

PDC6

SER2
DCD1
DAL2
BNA3
SHM2
SHM3
NMAL
IMD3
CPA1
GLC3

SPI1

AAH1
MDH2

PET9

PIC2
FMP37
FMP47

AlM28
MGR3

SAMS50
CIT2
MDH3
CTA1
HSP30

SPG3
PMP3
PMP4
NHX1

Enzima conjugante de ubiquitina E2, participa en respuesta a
estrés térmico

Enzima parecida a E1(ubiquitin-activante)

Ubiquitina

Proteasoma 268, subunidad regulatoria

Proteasa B vacuolar

Proteina de union a fosfoinositol 3,5 bifosfato

Componente del sistema autofagico

Proteina de la envoltura del nicleo

Requerida para meiosis

Fosfatasa dual especifica, via Fosfatidil inositol, esporulacién

Similitud a proteinas de membrana plasmatica y canales de
agua

GTPasa activadora de Sec4. Secrecién

Activador traduccional del mMRNA de COB

Regulador de transcripcion de histonas, correpresor

Factor de transcripcion de la RNA polymerasa |, transcripcién
rDNA

Factor de transcripcion factor dedo de zinc, respuesta a heme y
oxigeno

Componente SWI/SNF activador global de transcripcion,
respuesta a estrés

Subunidad de TFIIH (factor de inicio de transcripcién),
componente ciclina C

Participa en gemacion, regulada por Cdc28
3-cetoesfinganina reductasa

Alfa-glucosidasa, maltasa, subtelomérica

Manosil difosforilinositol ceramida sintasa

Sintasa de triptofano

Piruvato descarboxilasa 3, no expresada en presencia de
glucosa

Fosfoserina fosfatasa, sintesis de serina y glicina
Desoxicitidilato desaminasa

Allantoinasa

Biosintesis de acido nicotinico

serina hidroximetiltransferasa, cytoplasmica

serina hidroximetiltransferasa, cytoplasmica

NAD biosintesis

Inosina monofosfato deshidrogenasa

Arginina-especifica carbamoilfosfato sintasa

Enzima ramificante de 1,4-glucanos (enzima ramificante de
glicégeno)

Proteina inducida en fase estacionaria, inducida por condiciones
estrés y shift diauxico

Adenosina desaminasa

Malato deshidrogenasa, citoplasmica

Proteina acarreadora de ADP/ATP

Mitocondrial importa fosfato

OREF no caracterizado, mitocondrial

ORF no caracterizado, mitocondrial

ORF no caracterizado, mitocondrial

Proteina mitocondrial desconocida

Proteina putativa involucrada en degradacion proteina
mitocondrial

Ensamblaje proteinas mitocondriales

citrato (si)-sintasa, peroxisomal

Malato deshidrogenasa, peroxisomal

Catalasa A, peroxisomal

Proteina de choque térmico reguladora de ATPasa, inducida por
baja glucosa

Requerida para sobrevivencia a altas temperaturas
Sensibilidad a Sodio

Sensibilidad a Sodio

NA+-H+ transportador antiport, requerido para osmoloterancia

ORF no caracterizado, respuesta a sal
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TABLA XXI

(Continuacion)

Procesos biolégicos

Nombre sisteméatico

Nombre comun

Descripcion

Procesamiento de RNA
Resistencia a metales pesados

Respiracion

Ribosomas

Sintesis de proteinas

Supresor de mutacion

Tréfico de proteinas

Transduccion de sefiales

Transporte

YHRO85W
YHRO053C
YHRO055C
Q0105
Q0275
YDRO79W
YDR178W

YELO39C
YGL169W
YJR121W
YKL109W

YLRO38C
YMRO081C

YMR145C

YCRO31C
YDR465C
YERO56C-A
YJR123W
YLR340W
YPR144C
YOR133W
YNL240C
YORO046C
YGL178W

YGR142W
YILO04C
YJLO44C

YLR170C
YMLO49C
YMR054W
YNLO36W

YNLO49C
YOR160W
YPL227C

YBL105C

YHLOO7C

YHR135C
YDR343C

YEL063C
YLR220W
YMR319C
YNLOG5W
YNR002C
YOR153W-R

YOR328W

IPI1
CUP1-1
CUP1-2

coB
COX3
PET100
SDH4

cyc?
SUAS
ATP2
HAP4

COX12
ISF1

NDH1

RPS14A
RMT2
RPL34A
RPS5
RPPO
NOC4
EFT1
NAR1
DBP5
MPT5

BTN2
BET1
GYP6

APS1

RSE1

STV1
NCE103

SFB2
MTR10

ALG5

PKC1

STE20

YCK1
HXT6

CAN1
ccel
FET4
AQR1
FUN34
PDR6

PDR10

Procesamiento rRNA

Metalotioneina

Metalotioneina

Citocromo B

Citocromo-c oxidasa cadena Il

Proteina de ensamble de citocromo-c oxidasa

Subunidad de anclaje a membrana de succinato deshidrogenasa

Isoforma 2 de citocromo-c

Proteina inicio de traduccion, requerida para respiracion
F1F0-ATPasa, F1 beta subunidad

Subunidad de factor de unién a CCAAT, reprimido por glucosa,
activa la respiracion

Citocromo-c oxidasa, subunidad VIB

Involucrada en supresion de defectos de splicing mitocondrial

NADH deshidrogenasa mitochondrial cytosolicamente dirigida

Proteina ribosomal 40S

N-delta-arginina metiltransferasa

Proteina ribosomal similar a L34

Proteina ribosomal S5.e

Proteina acidica ribosomal L10.e

Proteina nucleolar

Factor de elongacion de traduccién eEF2

Involucrada en maduracién de proteina FeS

RNA helicasa ATP-dependiente, citoplasmica

Supresor multicopia de POP2, se une a mRNA de modificadores
de cromatina, similar a Sed1

Proteina de unién v-SNARE

Proteina de transporte

GTPasa-proteina activadora, transporte de proteinas en
vesiculas

Proteina del complejo AP-1

ilnvolucrada en splicing de RNA

H+-ATPasa dominio VO subunidad 102 kD, no vacuolar
Anhidrasa carboénica, involucrada en transporte de proteina no
convencional

Transporte de RE a Golgi, autofagia

Involucrada en importacién de proteinas nucleares
Dolicol-P-glucosa sintetasa

Protein cinasa C, con actividad choque hipotdnico. Via MAPK

Protein cinasa de la via MAPK participa en respuesta a
feromonas, choque osmotico, y falta de nutrientes
Isoforma | de caseina cinasa

Transportador de alta afinidad hexosa, reprimido por alta
glucosa

Permeasa de aminoécidos

Transporte de fierro y manganeso

Transportador de Fe(ll) de baja afinidad

Transporte multidroga membrana plasmatica

Secrecién de amonio

Carioferina beta, proteina pleiotropica de resistencia a drogas

Proteina parecida a transportadores multidroga ABC
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Varios, 30 Desconocida, 30

Transporte, 4

Transduccién de sefiales, 3 Mitocondria, 12

Mantenimiento telémeros, 4

Procesamiento RNA, 5

L . Ciclo celular, 11
Biosintesis pared celular, 5

Tréfico de proteinas, 6

., ; Metabolismo primario, 9
Degradacion de proteinas, 6
Factores de Transcripcion, 7 Silenciamiento de genes, 8

Estrés osmético, 7

Figura 19. Funciones de los genes inducidos en condiciones de baja floculacion.

Varios, 33
Desconocida, 39

Degradacion vacuolar, 4
Degradacion de proteinas, 4

Citoesqueleto, 4

Metabolismo primario, 14
Factores de transcripcion, 5

Ribosomas, 6

Respiracion. 11
Transporte, 8 espiracion,

Mitocondria, 8 Tréafico de proteinas, 10

Chaperonas, 9

Figura 20. Funciones de los genes reprimidos en condiciones de baja floculacion.
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Al analizar la informacion obtenida en los patrones de expresion, se observéd una
notable cantidad de genes residentes en posiciones subteloméricas, asi como genes
reprimidos por glucosa y otros relacionados a mantenimiento de telomeros. Estos genes

se muestran en las Tablas XXII, XXIII y XXIV.

TABLA XXII

Modificacion de expresion de genes localizados en posicion subtelomérica.

Nombre sistematico Nombre comin Expresién

YDR535C Inducida

YNL334C SNO2 Inducida

YBR299W MAL32 Reprimida
YLR462W Reprimida
YMR319C FET4 Reprimida
YNL331C AAD14 Reprimida
YDR537C Reprimida
YAR069W Reprimida
YARO061C Reprimida
YHR213W Reprimida

TABLA XXIII

Genes reprimidos por glucosa, detectados en los ensayos de microarreglos.

Nombre sisteméatico Nombre comin

YBR299W MAL32
YCRO021C HSP30
YDR343C HXT6
YKL109W HAP4
YELO11W GLC3
YHR135C YCK1
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TABLA XXIV

Expresion de genes asociados a mantenimiento de telomeros.

Nombre sisteméatico Nombre comin Expresion

Efecto sobre mantenimiento de telémeros

YPR131C

YELO53C

YDLO77C

YPLO84W
YLLO26W
YMR186W
YPL106C

NAT3
MAK10
VAMG6
BRO1
HSP104
HSC82
SSE1

Inducida Negativo
Inducida Negativo
Inducida Positivo
Inducida Positivo
Reprimida Negativo
Reprimida Positivo
Reprimida Positivo

Otro grupo interesante de genes cuya expresion fue significativamente modificada

bajo estrés de restriccion caldrica, aunque sin relacion a la floculacion, fueron los genes

asociados a produccion de compuestos volatiles, implicados en el aroma y sabor del

producto fermentado. En particular resaltan aquéllos relacionados con produccion de

compuestos de azufre. Estos resultados se muestran en la Tabla XXV.

Genes relacionados a compuestos volatiles cuya expresion fue modificada en las

TABLA XXV

condiciones de ensayo.

Expresion Nombre sisteméatico

Metabolismo azufre
Inducido
Inducido
Inducido
Inducido
Inducido
Inducido
Inducido
Inducido
Inducido
Inducido
Inducido

Reprimido

Esteres

Reprimido
Reprimido
Reprimido
Diacetilo
Reprimido
Inducido

YJL212C
YFRO30W
YDR502C
YNL277W
YALO12W
YLR180W
YDR253C

YKLOO1C
YPL274W
YGRO55W

YLLO57C
YPLO38W

YGR177C
YOR126C
YMR303C

YLR355C
YER178W

Nombre comun

OPT1
MET10
SAM2
MET2
CYSs3
SAM1
MET32
MET14
SAM3
MUP1
JLP1
MET31

ATF2
IAH1/EST2
ADH

ILVS
PDA1

Descripcién

Transporte de glutation
Componente de sulfito reductasa
Sintasa SAM 2

Homoserina O-acetiltransferasa
Cistationa gamma Liasa

Sintasa SAM 1

Regulador transcripcional
Adenilsulfato cinasa

SAM permeasa

Metionina permeasa de alta afinidad
Alfa cetoglutarato deshidrogenasa dependendiente de sulfonato
Regulador Transcripcional

Alcohol acetil transferasa
Esterasa
Alcohol deshidrogenasa

Acetohidroxiacido reductoisomerasa
Piruvato deshidrogenasa subunidad alfa

NUmero E.C.

18.1.2
2516
2.3.131
44.1.1
2516

2.7.1.25

1.14.11.-

1.1.1.86
1241
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Finalmente, de los 170 genes asociados a la regulacion de la floculacion,
destacaron 19 los cuales tienen funciones regulatorias altamente relevantes para el control
del ciclo celular, respuesta a estrés osmotico y silenciamiento de genes subteloméricos.
De estos, 14 fueron inducidos y s6lo 5 reprimidos bajo condiciones de represion de
floculacion. Funcionalmente, estos genes fueron del tipo ciclinas, cinasas, histonas o

factores transcripcionales. Estos genes y sus funciones se enlistan en la Tabla XXVI.

TABLA XXVI

Genes regulatorios asociados a la expresion de la floculacion.

Nombre comin Descripcion Procesos bioldgicos Expresion
CLB1 Ciclina B, especifica para G2/M Ciclo celular Inducida
CLB2 Ciclina B, especifica para G2/M Ciclo celular Inducida
SWE1 Cinasa de especificidad dual, inhibe Cdc28p Ciclo celular Reprimida
BCK2 Supresor de mutaciones de PKC1, su sobreexpresion estimula Estrés osmotico Inducida

transcripcion de ciclina B
MSN1 Activador transcripcional involucrado en regulacién de Estrés osmético Inducida

expresion invertasa y glucoamilasa, crecimiento invasivo y
diferenciaciéon pseudohifal (FLO11) y respuesta a estrés
osmético. Via MAPK

PKC1 Protein cinasa C, con actividad choque hipoténico. Via MAPK Estrés osmético Reprimida
PTC2 Fosfoprotein fosfatasa tipo 2C, defosforila Hoglp y Cdc28p. Estrés osmotico Inducida
Inactiva via MAPK al finalizar estrés osmético
RGD2 GTPasa proteina activadora para Cdc42p y Rho5p. Via Estrés osmético Inducida
PKC1/MAPK
SLG1/WSC1 Sensor requirido para integridad de pared celular y respuesta a Estrés osmotico Inducida

estrés hipoosmotico, via sefializacion Ras, PKC1/ MAPK

STE20 Protein cinasa de la via MAPK participa en respuesta a Estrés osmotico Reprimida
feromonas, choque osmotico, y falta de nutrientes

HIR1 Regulador de transcripcion de histonas, correpresor Factores de transcripcion Reprimida

SNF12 Componente SWI/SNF activador global de transcripcién, Factores de transcripcion Reprimida
respuesta a estrés

ESC1 Establece silenciamiento de cromatina en telémeros uniendose Silenciamiento de genes Inducida
a Sirdp

ESC4 Establece silenciamiento de cromatina, regula transposicion Silenciamiento de genes Inducida

HHF1 Histona H4. Interactua con Sir4p para silenciamiento de Silenciamiento de genes Inducida
telomeros

HHF2 Histona H4. Interactua con Sir4p para silenciamiento de Silenciamiento de genes Inducida
telomeros

HHT2 Histona H3. Interactua con Sir4p para silenciamiento de Silenciamiento de genes Inducida
telomeros

HTZ1 Variante de histona H2AZ. Regula extension de silenciamiento Silenciamiento de genes Inducida

TAF60 Factor transcripcional TFIID y subunidad SAGA, similar a Silenciamiento de genes Inducida
histona H4
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8. DISCUSION

La identificacion de los genes regulatorios de la floculacion, exigié un
conocimiento previo del transfondo génico de las zimolectinas presentes en las levaduras
industriales. Para esto, a fin de identificar los genes FLO en el genoma de levaduras se
disefiaron iniciadores especificos para PCR (Tabla III). Tomando en cuenta que habia
sido reportado anteriormente falla al tratar de amplificar los genes completos Lg-FLO1,
FLO1 o FLO8 (Jibiki et al., 2001), los iniciadores fueron disefiados de tal forma que solo
una porcidon especifica y discreta de cada gen fue amplificada. Con esta estrategia, se
amplificaron exitosamente secuencias especificas de los 7 genes FLO dominantes. La
identidad de los fragmentos amplificados fue confirmada mediante secuenciacion de
ADN. Con estos iniciadores se analizé la distribucion de los genes FLO, utilizando ADN
gendmico de varias levaduras lager, asi como de cepas no cerveceras (ver Tabla IV). Lg-
FLO1, un gen relacionado al fenotipo NewFlo (sensible a glucosa y manosa) estuvo
presente s6lo en las levaduras lager. También se observd una débil amplificacion en S.
diastaticus (ver carril 2 en la Figura 5C), sugiriendo una bajo nimero de copia de este
gen, o la presencia de una secuencia homodloga. Respecto a esta levadura, ha sido
reportado que la delecion de FLO11 en S. diastaticus abolié completamente el fenotipo
de floculacion, a pesar de la posible presencia de FLO1 o FLOS5 (Lo y Dranginis, 1996).
Nuestros resultados indicaron que esta levadura carece FLO1 y sugieren que, aunque
posee Lg-FLO1, FLO5, FLO8, FLO9 y FLO10, estos podrian ser no funcionales o estar

pobremente expresados.

Por otra parte, todas las cepas lager probadas carecieron de FLOS5. Ha sido
reportado que varias cepas lager no floculantes carecen de este gen (Jibiki et al., 2001);
sin embargo en este caso todas la cepas lager eran floculantes, asi que es obvio que FLO5

no es el tnico responsable de la floculacion en todas las cepas lager.

FLOS8, un activador transcripcional de FLO1 y FLO11 (Lo y Dranginis, 1996;

Teunissen y Steensma, 1995), estuvo presente en todas las cepas probadas, excepto en la
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levadura panadera. Esta cepa es no floculante lo que apunta hacia un papel central de este
gen ya que la cepa también posee FLOS, lo que sugiere que FLO8 podria ser un activador

para este gen.

En relacion a FLOO9, los resultados concuerdan con aquéllos que han reportado la
presencia de este gen en algunas cepas, pero no en todas (Speers et al., 1992). Resultados
similares fueron obtenidos con FLO1 y FLO10, cuya distribucion no tuvo aparentemente
relacion el fenotipo de floculacion. Si estos genes se demuestra que son funcionales en
una cepa en particular, pudieran impactar el contenido de zimolectinas en la superficie

celular y por lo tanto la habilidad para flocular.

Un caso muy interesante fue FLO11 que estuvo predominantemente presente en
todas las cepas probadas, incluyendo las levaduras silvestres Saccharomyces. Esto
concuerda con reportes previos que sefialan que FLOL1l parece estar ampliamente
distribuido (Lo y Dranginis, 1996). Es de notar que este gen es el mas divergente en
secuencia (26% identidad, 37 % similitud), con respecto a otros genes FLO. También,
este gen tiene diferentes funciones, aunque relacionadas, en la célula. Estas incluyen por
supuesto floculacion, pero ademas crecimiento pseudohifal, invasividad en agar,
adherencia a superficies y formaciéon de biopeliculas flotantes; todos estos eventos
relacionados con la actividad de adhesion celular (Guo et al., 2000). Los esfuerzos de la
levadura por retener este gen, evidenciado por la prevalencia en todas las cepas probadas
hasta la fecha sugieren otras posibles funciones desconocidas, lo que también se deduce
del hecho de que FLO11 esta sujeto a multiples cascadas de regulacion por cinasas como

las vias cAMP/PKA y MAPK (Teunissen y Steensma, 1995).

Otro hallazgo que debe ser enfatizado es que hubo una relacidon entre el contenido
de genes FLO y la intensidad de floculaciéon observada en las cepas industriales
analizadas. En la Figura 8 se observa una correlacion significativa (R*= 0.75) entre estos
dos factores. Las levaduras lager LAW y KJ8 mostraron la floculaciéon mas alta y
coincidentemente estas cepas portaban el juego méas completo de genes FLO (5-6 de 7).

Otras cepas tuvieron menor contenido de genes FLO y su intensidad de floculacion
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disminuy6 correspondientemente. Obviamente, como se menciona mas adelante otros
factores a nivel transcripcional, traduccional o post-traduccional ocurren y explican
porque cepas con el mismo nimero de genes (como KJ8, C820 y J-2036) tienen diferente
habilidad para flocular o porqué la cepa panadera es no floculante, ain y cuando posee

tres genes FLO.

Respecto a la expresion de la floculacion, es bien sabido que algunas condiciones
de estrés en el proceso de fermentacion pueden impactar negativamente la calidad
fisiologica de la levadura, incluida la floculacion. En este trabajo se evaluo el efecto de
varias de estas condiciones en la floculaciéon. Como se muestra en la Tabla XIII la presion
osmotica, restriccion caldrica y la presion hidrostatica no tuvieron efecto negativo
significativo. Sin embargo el perfil alterado de glucosa:maltosa 10:6, en vez del tipico
1:10, tuvo efecto negativo en el fenotipo de floculacion en las dos cepas lager estudiadas.
Previos reportes sugieren que esta alteracion de la floculacion pudiera ser debido a una
represion catabodlica del gen FLO11 (Gagiano et al., 1999). Al final de la fermentacion se
notd que no se consumio totalmente la maltosa, lo que pudiera ser debido a la represion

por glucosa de los genes MAL (Hardwick, 1995).

Por otra parte, el factor de estrés de numero de generacidon, provocd un
incremento en la floculacion en cultivos con alto reuso (generaciones 9a a 13a)
comparado con cultivos mas jovenes (1 generacion). Los resultados concuerdan con los
de Verstrepen et al., (2003), quienes sugirieron que este efecto se debe a que las células
mas viejas tienden a ser de mayor tamafio que las jovenes, y sus paredes celulares son
mas hidrofobicas y rugosas lo que puede facilitar la adhesion celular. Otra posible
explicacion pudiera estar relacionada con una baja concentracion de zimolectinas en la
pared celular de levaduras jovenes. En estudios posteriores en este mismo trabajo, se
demuestra que esta segunda posibilidad ocurre en algunas cepas, ya que se detecto mayor

nivel de transcripcion de Lg-FLO1 en cepas de generacion alta.

La fluctuacion de pH y células en suspension tuvieron un comportamiento normal

en todas las fermentaciones (Heggart et al., 1999). Por otra parte, el grado real de
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fermentacion se mantuvo arriba del 60%, lo cual indic6 que los carbohidratos del mosto
fueron fermentados sin mayor problema (Hardwick, 1995). La cantidad de alcohol
producida fue normal, de acuerdo a lo esperado (Heggart et al., 1999); y el diacetilo

permanecid en los niveles aceptados para fermentaciones lager.

Al realizar el curso temporal de medicion de floculacion (Figuras 12 y 13), en las
cepas C820 y C790, se observd que al iniciar la fermentacion perdieron su habilidad de
flocular en las etapas tempranas de crecimiento, para después recuperar esta capacidad en
la fase estacionaria o exponencial tardia. Esto indicd que la floculacion esta sujeta a
mecanismos de control de represion-induccion que coordinan la expresion de la
floculacién con el ciclo celular y la disponibilidad de nutrientes (Soares y Mota, 1996;
Sampermans et al., 2005). Cabe mencionar que Gracia (2008) demostré que estas cepas
pertenecen al fenotipo NewFlo, el cual se sabe que expresa de manera inducible su

capacidad de floculacion (Bony et al., 1998; Dengis et al., 1995; Davy et al., 2006).

De esta forma, los resultados sugieren que la capacidad de floculacion y la
fermentacion son regulados por vias diferentes y por lo tanto ofrecen una oportunidad
para conocer los factores especificamente relacionados con el control de la floculacion,
particularmente en las condiciones de estrés por alto contenido de glucosa y edad

generacional.

Para determinar si los genes FLO detectados eran expresados diferencialmente en
presencia de algunos factores de estrés conocidos en la industria, como altos niveles de
glucosa (Kobayashi et al., 1998) y edad generacional alta (Powell et al., 2000, 2003;
Jenkins et al., 2003), se analizo6 la generacion de transcritos de los genes FLO8, FLO11 y
Lg-FLO1 por PCR en tiempo real en las cepas C820 y C790, cultivadas en condiciones

basales y de estrés (ver Tabla I).
El efecto fue mas notorio para el gen Lg-FLO1, donde si bien en la condicion de

cultivo basal se observaron unos niveles de expresion equivalentes entre las dos cepas,

hubo un efecto negativo en ambas para la condicion experimental de alta glucosa, mas
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marcado en la cepa C820. Esto coincide con la observacion de que el decremento en el

porcentaje de floculacion fue mas acentuado en esta cepa.

Respecto a la edad generacional para el gen Lg-FLO1, claramente fue mas sensible la
cepa C790, disminuyendo la expresion significativamente. Es interesante notar que el
valor de Cp fue menor en la cepa C820 para la condicion experimental de edad
generacional, indicando un nivel mayor de transcripcion respecto al estado basal, lo que
concuerda completamente con lo observado a nivel fenotipico (ver Tabla XIII), donde
esta cepa mostrd un dramadtico incremento mayor al 100% de su capacidad de floculacion
al alcanzar mayor edad generacional. El aumento en floculacion en la cepa C790, aunque
también fue observada, solo fue del rango del 25% y en esta ultima el Cp de Lg-FLO1 no
mostrd incremento de transcripcion. Esto se pudiera deber a diferencias en la regulacion
de la transcripcion de este gen segun la cepa, aunque otra posibilidad que se observé al
analizar la expresion global, es que el analisis en la cepa C790 se realizo 2 dias antes en
la fermentacion respecto a la cepa C820, por lo que pudiera no haber un completo
despliegue de la expresion. Para dilucidar esta cuestion se requiere mas experimentacion,

lo cual esta fuera del alcance de la presente investigacion.

Al observar los resultados para la expresion de FLOS8, es notable que en todos los
casos los niveles de transcripcion fueron similares, es decir, no hubo cambios con
respecto al tratamiento ni entre cepas, ademds que son los niveles mas bajos de expresion
de los tres genes estudiados. Esto pudiera ser por varias razones: por un lado estd el
hecho de que este gen expresa un activador transcripcional (Liu et al., 1996) que
probablemente requiera niveles mas bajos de transcripcion. Otra posibilidad es que la
toma de la muestra para estas condiciones haya sido demasiado tardia y el transcrito tuvo
un tiempo de vida corto. Por supuesto la tercera posibilidad es que este gen no tenga un
rol importante en la regulacion de la transcripcion en cepas industriales. Esta ultima

situacion se pudo comprobar mas adelante en los estudios de expresion global.

Se conoce muy bien el papel en la floculacion del gen FLO11 en muchas cepas de

laboratorio (Lo y Dranginis, 1996; Douglas et al., 2007). Sin embargo, en las cepas
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industriales analizadas aqui, hubo un efecto negativo en la expresion del FLO11 no sélo
para la condicion de restriccion catabdlica, como era de esperarse, sino también en la
condicion de edad generacional, resultando més afectada la cepa C820, que despleg6 un
aumento en su capacidad de floculacion mayor al 100%. Esto indica que en las cepas
industriales evaluadas, la expresion de este gen no estuvo correlacionada con el

despliegue de la floculacion.

Evidentemente la presencia del gen Lg-FLO1 estuvo asociada con la floculacién
en las cepas lager estudiadas, ya que la modulacion de su expresion, determinada por
PCR en tiempo real, coincidi6 con los datos observados a nivel fenotipico, con la
excepcidon ya mencionada en la cepa C790. La expresion de FLO8 y FLO11 no pudo ser
relacionada con el despliegue de la floculacion en las cepas estudiadas, por lo que la
prevalencia de estos genes en cepas floculantes y no floculantes apunta a otras funciones

de impacto mas global.

Por otra parte, el empleo de microarreglos para andlisis de expresion en cepas
industriales de S. cerevisiae ha sido utilizado recientemente como una herramienta para
conocer los genes implicados en la respuesta a diferentes condiciones de estrés. Sin
embargo su empleo para determinar la participacion especifica de genes implicados en la
regulacion de la floculaciéon no ha sido reportado. En este trabajo se disefiaron
experimentos utilizando condiciones de fermentacion contrastantes en cuanto a su efecto
sobre la floculacion, asi como cepas con distintas capacidades para flocular. De esta
manera fue posible identificar los procesos biologicos que son modificados bajo estas
condiciones y los genes implicados en la regulacion del fendomeno. Para esto se
analizaron las condiciones de restriccion calorica (floculaciéon no modificada), alto
contenido de glucosa (floculacion disminuida) y edad generacional (floculacion
aumentada), asi como cepas floculante (C820), semifloculante (C790), y no floculante

(C7754).

En primer instancia, de un total de 6480 genes analizados se observo expresion

significativamente alterada (Z< -2 6 Z > +2) por las condiciones ensayadas, en promedio
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de 290 genes por cepa y 286 por variable evaluada, dando un total de 2031 ORF. De
estos, 1434 fueron diferentes ORF no repetidos. Esto representa 25.6% del genoma de S.
cerevisiae, del cual 302 genes fueron especificamente modificada su expresion en
relacion con la floculacion, lo que representa un 5.4% del genoma. En comparacion
Gasch y colaboradores (2000) reportaron un 14% del genoma alterado especificamente
por factores de estrés (choque térmico, peroxido de hidrogeno, menadiona, diamida,
ditiotreitol, choque hiper e hipo-osmotico, limitacion de nitrégeno y entrada a fase
estacionaria) Mientras que Causton y colaboradores (2001) reportaron un 66% del
genoma con modificacion de su expresion en condiciones de estrés (temperatura,
oxidacion, nutrientes, pH, y osmolaridad), y de estos 499 genes fueron especificos para
respuesta a estrés, lo que representa un 8.9% del genoma. Cabe mencionar que en los
estudios anteriores se uso como criterio un valor Z de 1.5, positivo o negativo, para
considerar como significativo un cambio de expresion. En este trabajo se fue mas
exigente al tomar un valor Z como significativo de 2, lo cual explica la diferencia en el
numero de genes considerados como relevantes. De esta forma obtener aproximadamente
5% de genes con cambio de expresion es razonablemente aceptable dada su significancia

estadistica sustancialmente mayor.

En promedio, la condicion que caus6 mas modificacion en la expresion genética
fue la represion catabolica (307 genes) seguida por la restriccion calorica (279) y después
la edad generacional (272). En cuanto a las cepas, la C7754 presenté mayor modificacion
en la expresion genética (309 genes) después la C820 (298) y finalmente la cepa C790
(264). Estos resultados confirman con lo observado a nivel fenotipico donde la cepa C820
sufrié mayor cambio en su floculacidon bajo las condiciones ensayadas, en comparacion
con la cepa C790, asi como los resultados de la expresion del gene Lg-FLO1

determinados por RT PCR.

Como primer paso, se analizo la expresion de los genes estructurales relacionados
con la floculacion. La informacién obtenida indica que los locus YHRO61W 'y
YHR213W fueron reprimidos significativamente al abatirse la floculacion. Por otra parte,

considerando un menor nivel de Z score, FLO5 también resulté reprimido (Z = -1.85).
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Esto es aparentemente contradictorio con los resultados de deteccion por PCR y andlisis
de expresion por RT-PCR donde se observo la carencia del gen FLO5 en cepas lager y la
expresion significativamente modificada de Lg-FLO1. Sin embargo, ha sido reportado
recientemente que Lg-FLOL se encuentra localizado en el locus YHR211W en las cepas
industriales, el cual corresponde exactamente al gen FLOS en cepas de laboratorio, que
son Saccharomyces cerevisiae sensu stricto (Ogata et al., 2008). Cabe mencionar que el
arreglo de genes utilizado en este estudio esta basado en el genoma de la cepa
Saccharomyces cerevisiae S288C por lo que es posible que la sefial del transcrito de Lg-

FLO1 este siendo detectada en este locus.

La expresion reprimida del pseudogen YAR61W y de YHR213W es interesante y
podria sugerir dos cosas: 1) que realmente estos genes tienen una funcidon en la
floculacion en cepas lager o, 2) que el microarreglo detecta transcritos de Lg-FLO1 que

hibridan en estos locus. Méas experimentacion serd necesaria para aclarar esta situacion.

Respecto a FLOS los resultados en las cepas lager concuerdan perfectamente con
los obtenidos por RT-PCR, donde la expresion de este gen no se vio significativamente
alterada. Por otra parte, los resultados con la levadura de panaderia C7754 mostraron que
la expresion de FLO11 estuvo significativamente aumentada. El hecho de que FLO11
este siendo sobreexpresado en una cepa no floculante sugiere que el producto de este gen
pudiera estar sufriendo modificaciones postrascripcionales y/o postraduccionales que
impiden su expresion a nivel fenotipo. De hecho, recientemente se demostrd, mediante
ensayos ligando-receptor empleando FITC-avidina, que esta cepa en particular presentd
de 36 a 55 veces menos concentracion de floculinas (indicado por Bmax) en su pared que
las cepas lager C820 y C790, aunque su afinidad por el ligando (Kd) es 2-12 veces mayor
(Gracia, 2008; ver Tabla XXVII).

Posteriormente, a fin de encontrar los genes regulatorios cuya expresion estuvo
ligada directamente a la floculacion, se realizaron comparaciones directas de las listas de
genes donde la floculacion fue reprimida (cepas lager en mostos con alta glucosa) contra

condiciones donde la floculacion fue inducida (cepas lager de alta edad generacional) y
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después contra la situacion donde la floculacion fue no modificada (cepa panadera en
mostos con alta glucosa y todas las cepas en restriccion calérica) De esta forma, la
expresion de 302 genes resultd asociada a la disminucion en la floculacion (Figura 18).
Esta estrategia ha demostrado ser util para la asociacion de patrones de expresion
especificos para condiciones fisioldgicas relevantes como respuesta a estrés (Causton et

al., 2001) De los 302 genes 147 fueron inducidos y 155 reprimidos.

Tabla XXVII

Contenido de genes FLO, capacidad de floculacion y parametros de ligando-receptor para
cepas industriales (reproducido de Gracia, 2008).

Gen FLO 4Genes Flocula-
Cepa Cién(mL) Bmax mol/ce Kd
PS8 9 10 1 Lg FLO (fmolleeh
c80 + - + - 4+ 4+ + 5 4.5 0.06445 1.337
c79 + - + - - 4+ + 4 2.5 0.04259 7.262
C7754 4+ 4+ - - - + - 3 0 0.001178 0.6071

Dentro de los procesos cuyos genes sufrieron inducciéon destacan de manera
significativa los relacionados al ciclo celular (11 genes), silenciamiento de genes (8),
estrés osmotico (7), biosintesis de pared celular (5) y mantenimiento de telomeros (4), ya
que su actividad esta interrelacionada y su expresion aumentada pudiera estar impactando
la de los genes de floculacion. En particular, los genes de silenciamiento son de gran
interés, ya que de los 8 que aumentaron su expresion, 7 (ESC1, ESC4, HTZ1, HHT2,
HHF1, HHF2 y TAP60) participan en el silenciamiento de genes subteloméricos, por
modificacion de la arquitectura de cromatina (Aparicio et al., 1991; Andrulis et al.,
2002). Las proteinas de estos genes interactian con Sir4p, el cual a su vez es activado por
Cdc28p, la principal cinasa reguladora del ciclo celular (Ubersax et al., 2003). Aunque
ambos genes no resultaron significativamente sobreexpresados, sus valores Z fueron
positivos y mayores a 1. Es interesante notar que Cdc28p es activada por ciclinas
(Mendenhall y Amy, 1998), y dos de estos genes (CLB1 y CLBZ2) fueron activados

también bajo estas circunstancias. Las ciclinas son a su vez activadas por la accion de
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BCK2, quien también fue sobreexpresado bajo estas condiciones. Es interesante notar que
BCK2 ha sido implicado en la respuesta a estrés osmotico, por lo que su activacion
pudiera disparar el inicio del ciclo celular en presencia de altas concentraciones de
azucares fermentables (Mendenhall y Amy, 1998). Adicionalmente CDC28 es regulado
negativamente por SWE1 (Booher et al., 1993), este gen result6 reprimido en los ensayos.
Como resultante de estas acciones concertadas, un nimero alto de genes del ciclo celular

también resultaron sobreexpresados (Tabla XX y Figura 19).

La importancia de la sobreexpresion de genes silenciadores de zonas
subteloméricas radica en que es ahi donde precisamente se localizan la mayoria de los
genes de floculacion, con excepcion de FLO8 y FLO11 (Teunissen y Steensma, 1995).
Como se mencion6 anteriormente, la expresion de Lg-FLO1, determinada por RT-PCR,
estuvo fuertemente relacionada con la modulacion de la floculacion en las cepas
industriales, mientras que FLO8 y FLO11 no sufrieron alteraciéon en su expresion en
relacion a la capacidad de flocular. Lg-FLO1 reside en el locus que en las cepas de
laboratorio corresponde a FLO5 (YHR211W) en posicion subtelomérica en el
cromosoma VIII (Ogata et al., 2008), por lo que una regulacion por silenciamiento de
genes subteloméricos pudiera ser el mecanismo modulador de su expresion. En este
sentido, en los ensayos de microarreglos, 8 genes subtelomericos (MAL32, AAD14,
FET4, YAR061W, YARO069C, YLR462W, YDR537C y YHR213W) fueron regulados
negativamente, ademas de MATa, gen que aunque no esta localizado en regiones
cercanas a telomeros, se sabe que es regulado por el mismo mecanismo de silenciamiento
(Andrulis et al., 2002). Por cierto, el gen YHR213W es un conocido pseudogen de FLO1
y es vecino colindante de YHR211W (Lg-FLO1 en cepas industriales), por otra parte
YARO061W, también es un pseudogen FLOL. De esta forma los resultados sugieren
evidentemente que Lg-FLO1l es regulado por este mecanismo. La localizacion
subtelomérica de estos genes de floculacion hacia sospechar la participacion de un
mecanismo relacionado; esta es la primera ocasion en que experimentalmente se observa

una clara asociacion entre ambos grupos de genes.
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Dentro de los genes inducidos se encuentra SRL1, que codifica para una proteina
de pared que es sobreexpresada en ausencia de manoproteinas ancladas por GPI (Hagen
et al., 2004). Ademas de Lg-FLO1 y YH213W, por lo menos otras dos proteinas de pared
ancladas por GPI (ShelOp y MptS5p) fueron reprimidas, lo que apunta hacia un

mecanismo comun de control.

Los datos mencionados arriba indican que la floculacion es reprimida mediante un
silenciamiento por modificacion de cromatina subtelomérica en condiciones donde el

ciclo celular esta activo.

Otros dos grupos interesante de genes que fueron activados son los asociados a
estrés osmotico y biosintesis de pared. Ambos grupos estdn relacionados, ya que la
deteccion de condiciones hipo o hiperosmoéticas termina, entre otras cosas, en la
modificacion de la pared celular (Lodder et al., 1999). En este caso, 5 genes de
biosintesis de pared fueron sobreexpresados y solo 1 reprimido, indicando actividad en
este rubro. Por otra parte la actividad de los genes de estrés osmotico fue variada: 7 genes
fueron inducidos (SLG1, RGD2, MSN1, HOR2, RHR2, PTC2 y BCK2), mientras que 3
fueron reprimidos (PKC1, STE20 y SNF12). Es interesante notar que Msnlp ha sido
referido como un activador transcripcional de FLO11 (Lambrechts et al., 1996) y su
actividad es necesaria para la expresion de la floculacion en cepas de laboratorio; sin
embargo en el caso de las levaduras lager la actividad de este gen no tuvo efecto positivo
en la floculacion, reforzando la idea de que existe un mecanismo diferente para el control
de la expresion de Lg-FLOL. La via PKC1/MAPK ha sido ampliamente referida como
responsable de la regulacion de la floculacion en cepas de laboratorio. Los resultados
contrastan notoriamente con esta observacion en dos sentidos: 1) El principal efector
transcripcional positivo de esta cascada, MSN1, estaba siendo sobreexpresado durante la
fase en que la floculacion estuvo reprimida, mientras que importantes activadores de la
via como STE20 y PKC1 (Levin et al., 1994; Bardwell, 2005) se encontraron reprimidos,
2) A diferencia de los demdas genes FLO, FLO11l fue activado en la cepa panadera,
independientemente de su incapacidad de floculacion, lo que confirma que en la cepas

Saccharomyces cerevisiae sensu stricto, (cepas de laboratorio, de panaderia, ale, etc.) el
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gen FLO11 es activado en condiciones donde MSN1 es activo (Rep et al., 1999), pero
esto es independiente del status de floculacion. FLO11 ha sido reportado como funcional
en muchas otras actividades (Guo et al., 2000), pero aparentemente en las cepas lager
industriales su papel en la floculacion es secundario. El hecho de que la supresion de la
floculacion no depende en primera instancia de la activacion de los genes de respuesta a
estrés osmotico queda corroborado por el hecho de que no se observé diferencia en la

floculacion al fermentar mostos de 12°P y 17°P en las cepas industriales (Tabla XII).

Sin embargo, dada la alta actividad de expresion de estos genes, cabe la
posibilidad de que la levadura coordine de alguna otra forma su expresion de floculacion
con la respuesta a estrés osmotico. Las claves parecen ser PTC2 y BCK2. Es importante
mencionar que la induccion de PTC2 fue detectada al 5° dia de fermentacion, mientras
que BCK2 al 3% dia; la primera codifica para una enzima cinasa serina/treonina, y tiene
una amplio espectro de accion regulando negativamente la accion de Hoglp, efector
positivo de la expresion de los genes de respuesta a estrés y Cdc28p, el principal
regulador del ciclo celular (Cheng et al., 1999; Young et al., 2002; Warmka et al., 2001).
BCK2 ya se menciond anteriormente como un activador de la expresion de CLB1 y CLB2
(ciclinas B). Ptc2p y Bck2p responden a condiciones antagonicas de hiperosmolaridad.
Mientras que BCK2 es inducido por la deteccion de altos niveles de osmolaridad, la
induccion de PTC2 ocurre al momento de recibir la sefial de disminucion de estrés
osmotico, por lo que su expresion es el paso inicial para la eliminacioén de la activacion
de Cdc28p sobre el sistema de silenciamiento de genes subteloméricos. Su
sobreexpresion en los ensayos realizados podria indicar que la levadura ya no detecta
condiciones de hiperosmolaridad en el entorno (lo que también implica disminucion de
nutrientes) y por lo tanto debe iniciar su proceso de floculacion. La interpretacion de esta
regulacion concertada ciclo celular- respuesta a estrés osmoético sobre la floculacion se

explica mas adelante.
La evidencia de un papel central de PTC2 se observa también la represion de las

proteinas chaperonas. De 10 genes de este tipo detectados en los microarreglos, 9 fueron

reprimidos bajo la condicion de ensayo. Es sabido que PTC2 actua sobre Irelp,

80



inactivandola; Irelp es la principal proteina activadora de transcripcion de los genes de
respuesta a proteinas desplegadas (Welihinda et al., 1998). Cabe mencionar que un
fenomeno similar fue reportado para HSP104 reprimida también al final de Ia
fermentacion (James et al., 2003) lo que implica que la deteccion de estrés osmotico ha

sido removida.

Adicionalmente es importante mencionar que en los ensayos de restriccion
calérica se detectaron notables cambios en los patrones de expresion de algunos genes
relacionados con la produccion de compuestos volatiles (compuestos de azufre, diacetilo,
alcoholes superiores, esteres) relacionados con el perfil organoléptico del producto, por lo
que seria interesante abundar en el estudio del efecto de factores de estrés sobre la

produccion de dichos compuestos.

Dos grupos de genes que merecen consideracion son los relacionados a
mantenimiento de teldmeros y respiracion. No esta claro cual seria el papel de los
primeros ya que sus acciones son antagonicas y su expresion en los ensayos no indica un
efecto neto positivo o negativo sobre el mantenimiento de los teldmeros; sin embargo, es
razonable especular que estos eventos podrian relacionarse con los procesos de
silenciamiento subtelomérico. Por otra parte, 11 genes de respiracion fueron reprimidos
en los ensayos, lo cual no es de extrafiar ya que estos fueron realizados en mostos con
alto contenido de glucosa, lo cual conlleva al conocido efecto Crabtree o represion por
catabolito (Hardwick, 1995). Esto confirma la relevancia de los fendmenos observados y

sienta las bases para una interpretacion confiable (control positivo de procesos).

Finalmente, es necesario mencionar que el 20% de los genes inducidos no cuenta
con una funcién especifica determinada, lo mismo ocurre para un 25% de genes
reprimidos. Esto abre la posibilidad para investigar de manera mas detallada la actividad

de estos genes y su relacion con las condiciones que llevan a una baja en la floculacion.

Tomando juntas todas las piezas de informacion obtenidas anteriormente en los

ensayos de microarreglos, surge una imagen (Figura 21) que lleva a un modelo coherente
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y altamente significativo de regulacion de la floculacion en cepas lager, determinado
como fue marcado en la hipdtesis inicial, mediante al analisis de expresion global, bajo
condiciones de estrés. La interpretacion es la siguiente: Al inicio de la fermentacion, la
alta presencia de nutrientes dispara la expresion de los genes que activan el ciclo celular,
asi como la respuesta a estrés osmotico, con la consecuente remodelacion de la pared
celular. Estos procesos van orientados a la rapida reproduccion de levadura en presencia
de exceso de nutrientes (a la vez de conservar la integridad de la pared celular) por lo que
es necesario prevenir el proceso de floculacion, a fin de mantener a la levadura en
suspension y en contacto con el mosto. BCK2 es inducido respondiendo a la situacion de
hiperosmolaridad y activa la biosintesis de ciclinas B. Estas interactian con Cdc28p
quien a su vez activa la cascada de silenciamiento de genes subteloméricos, a los que
pertenecen, entre otros los genes de floculacion, particularmente Lg-FLO1, el principal
gen estructural de floculacion en levaduras lager. Conforme avanza el consumo de
nutrientes, el estrés osmotico es aliviado y la levadura debe prepararse para detener su
ciclo celular entrando a GO. En este momento, PTC2 es inducido y su actividad va
dirigida a reprimir la respuesta a estrés osmotico (entre otros) y el ciclo celular. Como
consecuencia de su efecto regulador negativo sobre Cdc28p, la actividad de
silenciamiento de genes subteloméricos se ve relevada, por lo que la expresion de Lg-

FLOL1 puede ser activada.

La alta significancia de los procesos analizados sugiere una relacién bioldgica
relevante, por lo que sienta la base para futuras investigaciones al respecto. A nuestro
conocimiento, este es el primer trabajo que explora los aspectos reguladores de la
floculacion en cepas industriales y que reporta una clara relacion entre ciclo celular,
estrés osmotico, silenciamiento de genes y floculacion. A nivel practico, estos resultados
proveen herramientas para diagnosticar fallas en el proceso de floculacion debido a
sobreregulacion de la expresion genética, y permiten discernir cuales condiciones de

fermentacion tienen un impacto real sobre la floculacion en cepas industriales.
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Figura 21. Modelo del mecanismo de regulacion de los genes de floculacion en cepas

industriales. El color verde en el nombre de los genes significa induccion, el rojo

represion, en menor tamafio se presentan genes cuya expresion fue aumentada, pero el Z

score fue menor a 2 (el numero entre paréntesis indica el valor especifico). El color de las

flechas indica el efecto del producto del gen: verde activacion, rojo inactivacion.
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9. CONCLUSIONES

9.1 La distribucion de genes FLO entre cepas diferentes de levaduras fue heterogénea,
siendo mas predominantes FLO8 y FLO11, ademas de Lg-FLOLl en levaduras lager

industriales.

9.2  La cantidad de genes FLO impacté la capacidad de floculacion en cepas de

levadura de uso industrial.

9.3 A nivel fenotipico, solo la edad generacional y el perfil de carbohidratos tuvieron
impacto significativo en la capacidad de floculacion de las levaduras, siendo la cepa
C820 mas sensible a estos factores:

9.3.1 El perfil de carbohidratos disminuy6 la capacidad floculante.

9.3.4 La edad generacional aument6 la capacidad de floculacion de las cepas de

levadura.

9.4  La expresion de FLO1l y Lg-FLO1 disminuy6 al someterse las células a

represion catabolica.

9.5  La edad generacional solo increment6 la expresion de Lg-FLOL1 en la cepa C820.
Por otra parte, la expresion de FLO11 se vio disminuida, lo que excluye su participacion
en el mecanismo de floculacion bajo esta condicion, ya que fenotipicamente se observo

un aumento de la floculacion.

9.6  Laexpresion de FLO8 no se vio afectada bajo condiciones de represion catabolica

y edad generacional.
9.7  La expresion de los genes FLO determinada por microarreglos indic6 que Lg-

FLO1, YARO061W y YHR213W disminuyeron significativamente su expresion bajo las

condiciones que provocaron disminucion de la floculacion.
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9.9  Algunos “pseudogenes” de la familia FLO (YHR213W y YARO061W) fueron
activos transcripcionalmente en las levaduras lager a diferencia de la cepa de referencia, y
su actividad se correlacion6 con la floculacion, por lo que pudieran ser responsables de

este fenotipo (ademas de Lg-FLO1) o ser reconocidos por el microarreglo por su

similitud a Lg-FLO1.

9.10 La disminucion de la expresion de la floculacion se correlaciond con diversos
genes asociados a ciclo celular, silenciamiento de genes subteloméricos, y estrés
osmotico, los cuales pueden ser usados como indicadores de falla de procesos. En
particular resalta el hecho de que este trabajo constituye el primer reporte donde se
relaciona la capacidad de flocular en cepas lager con la regulacion por silenciamiento de

genes subteloméricos.
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10. FUTURAS INVESTIGACIONES

10.1  Caracterizar la funcion bioldgica de los “pseudogenes” YHR213W y YARO061W

y determinar su participacion en la floculacion en las levaduras industriales.

10.2  Evaluar el impacto de otras variables de proceso sobre la regulacion genética de la
floculacion de la levadura (perfil de aminoacidos, oxigenacion, estado fisioldgico de la

levadura, lavado acido, etc.).
10.3  Analizar el impacto de condiciones de estrés sobre otros aspectos de la
fermentacion como produccion de compuestos de azufre, perfil de voldtiles, alcoholes

superiores, etc., mediante el analisis de expresion con microarreglos.

10.4 Corroborar mediante ensayos de mutacion el efecto de los genes de

silenciamiento de teldémeros y estrés osmotico sobre la capacidad de floculacion.
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APENDICES

APENDICE A. Preparacion de soluciones y medios de cultivo.
Medio de cultivo MYPG

Composicion para un litro de medio.

Extracto de malta 3.0 gr.
Extracto de Levadura. 5.0 gr.
Peptona de Caseina 3.0 gr.
Dextrosa 10.0 gr.
Agar 15.0 gr.
Agar MYPG
Pesar y diluir en agua bidestilada:
Extracto de levadura 3.0¢g1
Peptona 3.5 gl
Glucosa 20 g/l
KH,PO4 2.0 g/l
MgS0O4-7H20 1.0 g/l
(NH4),SO4 1.0 g/l
Agar 20 g/l
Agar YPD
Pesar y diluir en agua bidestilada:
Extracto de levadura 10 g/1
Peptona 20 g/l
Glucosa 20 g/l
Agar 20 g/l
Caldo YPD
Pesar y diluir en agua bidestilada:
Extracto de levadura 10 g/l
Peptona 20 g/l
Glucosa 20 g/l

Buffer defloculante
20 mM citrato [pH 3.0], 5 mM EDTA

87



S50TE-10% SDS
EDTA, 3.7 g; Tris, 3.03 gen 1 L. Ajustar pH a 7.5. Posteriormente se mezcla 200 ml de
la solucion anterior con 20 mL de SDS 10% previamente esterilizada por filtracion.

Buffer TBE
Tris base 108 g/l
Acido Borico 55 g/l
EDTA 0.5M (pH 8.0) 40 ml/l
SSC 20X
NaCl 175.369
Citrato de Sodio 88.29

Aforar a 1000 mL con agua destilada estéril pH 7.0 (No es necesario ajustarlo).
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APENDICE B. Métodos Analiticos de Parametros Fermentativos.

B.1 Conteo de células de levadura por microscopia

El niimero de células de levadura puede determinarse por dos métodos: el Conteo
Directo de células y el Conteo Viable en Placa, en este ultimo se requiere el uso de un
medio de cultivo apropiado. El Conteo Directo de células tiene la ventaja de que el
resultado puede obtenerse en muy poco tiempo. Este método no es capaz de distinguir
entre células viables y muertas, y no es usado para soluciones conteniendo menos de
500,000 cel/mL. El Conteo Viable en Placa ofrece la ventaja de determinar la viabilidad

de la poblacion, pero requiere largos periodos de tiempo.

REACTIVOS
Agua destilada, Solucion Salina o Acido Sulfirico al 0.5%.

APARATOS

a) Microscopio con objetivo 25X 0 40X, e iluminacion de campo claro.
b) Hemacitometro.

c) Pipetas de 1 ml y de 10 ml.

d) Tubos de ensaye 16 o0 18 x 125.

El hemacitometro usado para determinacion de células consiste de una pieza de
vidrio resistente con dos areas de conteo de nueve cuadros, cada uno separado en tres
lados por una ranura. El area cuadriculada usada para el conteo de células de levaduras es
el cuadro central de los nueve cuadros rayados, compuestos de 25 cuadros, cada uno de
estos contiene 16 pequefios. El area central cuadriculada mide 1 mm de cada lado, es
decir 1 mm®. Cada uno de los 25 cuadros mide 0.2 mm con un area de 0.04 mm*. La
profundidad del area de conteo es usualmente 0.1 mm. El volumen de liquido
directamente sobre el area de la cuadricula puede ser calculado usando la siguiente

formula:
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Volumen = Largo X Ancho X Alto
Volumen=L X A X AL

SiL=1mm; A=1mmy AL = 0.1 mm, entonces el volumen resulta igual a 0.1 mm’ y

convirtiendo a centimetros, 0.0001 cm® =1 X 10™* cm® (ml) = 1/10,000 cm”.

METODO
Limpieza de la cAmara de conteo

El hemacitometro debe estar limpio y seco antes de usarse, el polvo puede
influenciar en el volumen de la muestra sobre el area de conteo y por lo tanto causar error
en los resultados. Limpiar el hemacitometro y el cubreobjetos con agua. Secar y frotar en

todas las direcciones usando seda u otros materiales suaves (no abrasivos).

Colocacion del cubreobjetos
El cubreobjetos para el hemacitdmetro debe estar centrado sobre el area de conteo

cubriendo por igual las secciones laterales que le sirven de soporte.

Llenado del hemacitometro

La muestra que serd cuantificada debe estar bien homogenizada, y si fuera
necesario, debera ser diluida. Una porcion de la muestra es tomada con la pipeta de 1 mL,
después la punta de ésta es secada. Después de desechar 3 o 4 gotas de la solucidn, una
pequena gota es agregada entre el contador y el cubreobjetos. La entrada de esa gota debe
llenar completamente el area de conteo, pero ninguna parte de la muestra debe quedarse
en la canal central. Permita que la preparacion repose por unos segundos. El contar las
células de levadura en el area de 1 mm” puede estar acompafiado por el conteo de todas
las células en el area de cuadricula completa, o por el conteo de células en los cuatro
cuadros de las esquinas y el cuadro central. Cuando éste ultimo método es usado, el
nimero de células contadas debe ser multiplicado por 5. Para eliminar la posibilidad de
contar algunas células de levadura dos veces, es necesario estandarizar la técnica de

conteo. Las células que tocan o estan sobre el borde del fondo y el borde izquierdo son
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contadas. Las células de levadura que estan gemando son contadas como una célula si la
gema es menor que la mitad del tamafio de la célula madre, si no es asi, la gema se cuenta

como otra célula mas.

Para obtener un conteo de células de levadura confiable, no deben ser menor de
75 células de levadura en 1 mm® y no mas de 48 células en cada uno de los 25 cuadros. Si
es necesario, la suspension original de la levadura puede ser diluida con agua destilada o
Acido Sulfarico 0.5%. Si una dilucion es usada, el factor de dilucién debe considerarse

en los calculos.

Numero de Células/ml = [Total de células en el area de 25 cuadros]
X [Factor de Dilucion (si se uso)]
X [10,0001].
EJEMPLO No.1.-

Total de células en el area de 25 cuadros = 180 células (dil. 1:10).

Numero de células/ml = (180) X (10) X (10,000) = 18 X 10° cél/ml.

Numero de Células/ml = [Total de células en el area de 5 cuadros]
X [Factor de dilucion (si se uso)]
X [50,000].
EJEMPLO No. 2.-

Total de células en el area de de 5 cuadros = 36 células (dil. 1:10).

Ntmero de células/ml = (36) X (10) X (50,000) = 18 X 10° cél/ml.
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B2. Tincién de células muertas de levaduras con azul de metileno

La habilidad del azul de metileno para tefiir células de levadura muertas mientras
que las células de levadura vivas no se tifien, ha tenido un amplio uso en los laboratorios
de cerveceria, y ha sido preferida sobre otras tinciones. El procedimiento tiene
limitaciones, ya que no se distingue entre células vivas y su habilidad para reproducirse.
El método tiene valor como una prueba rapida realizada con levaduras en “buenas
condiciones”, pero en levaduras deterioradas hasta el punto donde su viabilidad real se
convierte en marcadamente reducida, el método podria proveer valores “engafosos” de

alta viabilidad.

APARATOS

1) Microscopio, 250X-400X de aumento.
2) Portaobjetos y Cubreobjetos.

3) Pipetas Serologicas de 1y 5 ml.

4) Asa de Platino.

5) Camara de Neubauer (hemacitometro).

6) Matraces, Probetas, Tubos de Ensaye, etc.

REACTIVOS
Azul de metileno-Buffer de Fink-Kiihles
Solucién A: Solucion de Azul de Metileno en Agua Destilada. Pesar 0.1 g de polvo azul

de metileno y disolver en 500 ml de agua destilada.

Soluciéon B: Solucion de Fosfato de Potasio Monobasico en Agua Destilada. Pesar 13.6 g

de fosfato de potasio monobasico anhidro (KH,PO4) en 500 ml de agua destilada.

Solucién C: Solucion de Fosfato de Sodio Dibésico en Agua Destilada. Pesar 0.24 g de
fosfato de sodio dibésico dodecahidratado (Na,HPO4.12H,0) en 10 ml de agua destilada.
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Solucion D: Mezclar 498.75 ml de la solucidén B con 1.25 ml de la Solucion C.

Soluciéon E: Mezclar 500 ml de la Solucién D con 500 ml de la Solucion A para obtener

una solucién de azul de metileno con pH aproximado de 4.6.

TECNICA.
(1) Agregar 1 ml de una suspension de levadura (aprox. entre 10-20 millones de cel/mL)
en un tubo de ensaye, adicionar 1 ml de la soluciéon de azul de metileno. Mezclar por

agitacion y dejar reposar de 1 a 5 minutos.

(2) Después del tiempo de contacto con el colorante, colocar la mezcla en la camara de

conteo y examinar al microscopio con aumento de 250X-400X.

(3) Las células tefiidas de color azul oscuro se consideran células muertas. Las células
tefiidas de color azul claro deberan ser consideradas como células vivas. Deben ser
contadas un total de 1000 células como minimo. Las células madres gemando se cuentan

como una célula, sin considerar el tamano de la célula hija.

No. células tefiidas

X 100 = % CELULAS MUERTAS

No. total de células (tefiidas y sin tefiir)
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B.3 Determinacion de carbohidratos por HPLC.

Reactivos

Glucosa

Maltotriosa

Maltosa

Fructosa

Manitol (Estandar Interno)
Benzoato de Sodio

Agua HPLC, filtrada

Equipo

Cromatografo de Liquidos HP 1110, con detector de indice de refraccion.
Eluente: Agua HPLC filtrada, a un flujo de 0.6 ml/min.

Automuestreador

Columna U-Spherogel Carbohydrate, 6.5 mm X 30 cm. Beckman
Temperatura de columna 90°C

Volumen de inyeccion: 20 uL

Membranas de 0.45 micras

Columnas Sep Pack C-18.

Balanza Analitica Sartorius,

Papel filtro Reeve Angel # 202

Preparacion de Estandares

a) Solucion de Benzoato de Sodio al 0.1%

Disuelva 0.200g de benzoato de sodio, con agua grado HPLC y afore a 200 mL.

b) Stocks de Azlcares:
Preparar individualmente los azucares maltosa, glucosa, fructosa y manitol. Pesando
0.5 g de cada azucar y afiadirlo en matraz volumétrico de 25 ml, aforando con solucion

de benzoato de sodio 0.1 %.
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En un matraz volumétrico de 5 ml, colocar 0.1 g de maltotriosa, aforar con benzoato de

sodio 0.1 %.

c¢) Estandar de Aztcares:

Colocar en un matraz volumétrico de 5 ml, 1 ml de agua grado HPLC filtrada.
Anadir al matraz las siguientes cantidades de los azucares:

Maltotriosa 500 pL, maltosa 350 uL, glucosa 30 pL, fructosa 40uL, manitol 360 pL.
Aforar con agua grado HPLC.

Procedimiento

Preparacion de la muestra.

Mosto:

Filtrar el mosto con papel filtro Reeve Angel (9 cm de didmetro), colocar 0.1 ml del
mosto filtrado en un matraz volumétrico de 5 ml, anadir 360 pL. de manitol (estandar
interno) y aforar con agua HPLC filtrada, pasar la muestra a través de un filtro de 0.45
micras y de un cartucho Sep Pak (C-18).

Guardar el filtrado en viales de 2 mL cerrados y cubierto con papel aluminio.

Inyectar 20 puL de la solucion estandar y de la muestra.
Célculos:

Calcule la relacion de alturas de cada azucar.

Determine el factor de calibracion y calcule la concentracion de cada azucar.
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B.4 Analisis de Diacetilo
Me¢étodo para utilizarse en el control del contenido total de dicetonas vecinales libres mas

precursores durante fermentacion.

REACTIVOS:

a) Clorhidrato de Hidroxilamina 8% (peso/vol.)

Pesar 8.0 g + 0.2 mg de Clorhidrato de hidroxilamina Q.P., disolver y aforar a 100 £ 0.1
ml con agua destilada.

b).- Referencia de diacetilo

Pesar 500 mg. de diacetilo (= 0.2 mg), disolver y diluir a 1000 £ 0.1 ml con agua
destilada. Guardar esta solucion en frasco ambar y en refrigerador.

c).- Estandar-1 de diacetilo (curva de calibracion)

Diluir 20 ml de solucion (b) a 100 £+ 0.1 ml con agua destilada (1 ml. equivale a 0.1 mg).
Esta solucion debe de prepararse el mismo dia que vaya a ser utilizada.

d).- Estandar-2 de diacetilo (concentracion)

Tomar 1 £ 0.1 ml de la solucién (b) y diluir a 100 = 0.1 ml con agua destilada (1ml
equivale a 5 microgramos).

e).- Referencia de dimetilglioxima.

Disolver 0.1348 g + 0.2 mg de dimetilglioxima Q.P. en 15 £+ 0.1 ml de metanol y diluir a
1000 + 0.1 ml con agua destilada.

f).- Estandar de dimetilglioxima

Diluir 10 + 0.1 ml de solucién (e) a 100 = 0.1 ml con agua destilada (1 ml equivale a 10
mg de diacetilo).

g).- Agente antiespumante (peso/vol.) solucion al 7%.

Antiespumante FM 10% de Bayer de México, S.A. ¢ el antiespumante de Siebel usado en

elaboracion. Diluir 7.0 g £ 0.2 mg de reactivo a 100 + 0.1 ml con agua destilada.
EQUIPO:

Espectrofotometro Ultravioleta-Visible.

Tanque de Oxigeno (grado medicinal)
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Plancha de calentamiento.

Rotametro (medidor de flujo) rango 32-380 ml/min 6 equivalente.

Matraces de aforacion de 10 = 0.1 ml de capacidad, provistos de tapon esmerilado.

Baiio de Temperatura Constante.

Vasos de precipitado de 30 ml de capacidad.

Aparato de volatilizacion (ver Fig. 1)

Especificaciones de los componentes del aparato:

1.- Tubo conico para centrifuga de policarbonato de 50 ml (Nalgene)

2.- Tubo de ensaye de vidrio sin labio de 15 x 125 mm.

3.- Tapon de hule negro No. 5 bihoradado, americano.

4.- Pipeta volumétrica de vidrio, de 10 ml.

5.- Tubo de vidrio pyrex de pared gruesa, 6.5 a 7.5 mm de diametro, 6 pipetas seroldgicas
de 2 ml.

6.- Tuberia de plastico color claro translicido PVC "Neutralacid" 6 x 1.5 mm ¢
equivalente.

7.- Unidn de polietileno "Nalgene" No. 6160, 65 x 9 mm.

8.- Pipeta serologica de vidrio de 1 ml con divisiones de 0.01 6 pipeta volumétrica.

9.- Tapo6n de hule negro sélido americano con dos perforaciones #4.

10.- Tubo de ensaye de vidrio sin labio, de 25 x 200 mm.

PROCEDIMIENTO:

1) Eliminar la levadura en suspension de la cerveza durante fermentacién y reposo
utilizando papel filtro Reeve Angel 202 de 33 cm de diametro 6 equivalente, la muestra
debe mantenerse fria (15° + 5° C).

En el caso de cerveza terminada, enfriarla (5° + 1° C aprox.) y analizarla, sin
descarbonatar.

2) Se agrega 1 ml de solucion (g) al tubo de destilacion.

3) En una probeta de 100 = 0.5 ml 6 50 + 0.5 ml se miden 40 = 0.5 ml de cerveza fria y se
transfieren lentamente al tubo de destilacion.

4) Agregar 1 + 0.1 ml. de solucién (a) al tubo colector.
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5) Ensamble el aparato de volatilizacién inmediatamente después de colocar la muestra
de cerveza en el tubo, e introduzca solamente el tubo de destilacion

en un bafio de agua a 75 £+ 2.5°C. Situar el rotametro entre el tanque de oxigeno y el
primer aparato de volatilizacion.

6) En el caso de efectuar més de una determinacion simultanea conecte los aparatos de
acuerdo a la figura 1 y posteriormente ponga la corriente de oxigeno, ajustandolo a un
flujo de gas de 150 + 25 ml/min., mediante el uso del rotdmetro , (en algunos rotametros
se alcanza este flujo colocando la canica en posicion 10).

7) Mantenga estas condiciones por una hora y media.

8) Después de este tiempo desconecte primero las mangueras y luego los aparatos
siguiendo un orden inverso al que se unieron al iniciar la volatilizacion.

9) Traspase el contenido del tubo colector a un matraz de aforaciéon de 10 + 0.1 ml
(previamente lavado, ver nota 3), y tape inmediatamente.

10) Enjuague la pipeta de entrampamiento con 5 + 1 ml de agua destilada, recogiendo el
liquido de lavado en el mismo tubo colector.

11) Transfiera el liquido de lavado al matraz de aforacion de 10 ml. Importante: Evite el
contacto de los dedos con el liquido y con la pipeta de entrampamiento.

12) Tape el matraz de aforacion y agitelo manual 6 mecanicamente por aproximadamente
un minuto. Prepare un blanco en un matraz de aforacién de 10 + 0.1 ml, afiadiendo 1 +
0.1 ml de solucion (a) con 5 + 0.5 ml de agua destilada.

13) Caliente ambos matraces (el del blanco y el de la muestra) bien tapados por espacio
de exactamente 15 + 0.5 min a 80° = 2° C, en un bafio de agua.

14) Después de atemperar a temperatura ambiente, afore los matraces a la marca con
agua destilada y agite manual 6 mecénicamente.

15) Vierta el contenido del matraz en un vaso de precipitado de 30 ml y evapore hasta un
volumen aproximadamente de 4 + 0.5 ml, la evaporacion debe hacerse con una plancha
de calentamiento medio, calentando s6lo lo suficiente para que la ebullicion sea facil de
controlar sin la necesidad de utilizar ntcleos de ebullicion, es recomendable marcar los
vasos de precipitado al nivel de 4 + 0.5 ml mediante un l4piz de punta de diamante, para

obtener una mejor uniformidad.
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16) Enfriar a temperatura ambiente y transferir las soluciones a los matraces originales de
10 ml, afore a la marca con agua destilada y agite.

17) Leer la absorbancia de la muestra y del blanco a 228 nm contra agua destilada. A la
lectura de absorbancia de la muestra obtenida, reste la absorbancia del blanco y determine
el contenido de dicetonas vecinales totales (expresadas como diacetilo), multiplicando

dicha absorbancia por el factor de calibracion previamente obtenido.

OXIGENO,

PIPETA
TRAMPA

TUBO DE
DESTILACION
—_—

—

o
il

=

TUBO DE
COLECCION

Figura 1. Aparato de Volatilizacion para determinacion de diacetilo.
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B.5 Andlisis de pH
El método descrito consiste en determinar el pH en un potenciometro ajustado a 7.00 y

4.00 con soluciones buffer.

REACTIVOS:

a) Solucion “buffer” de biftalato acido de potasio, pH 4.0 = 0.02. Se disuelven 10.211g +
0.2 mg de biftalato acido de potasio bien seco (KHCgH4O4) en agua destilada y se diluye
a un litro. Pueden usarse “soluciones buffers” comerciales, tableta “buffer” o cristales,
pero la solucion debe ser fresca. Ninguna solucion “buffer” que tenga moho o sedimentos

puede utilizarse.

b) Solucion “buffer” pH 7.0 + 0.02.

APARATOS:
a) Potencidmetro con electrodos de vidrio y de calomel 6 electrodo combinado.
b) Termometro.

¢) Vasos de precipitado de 100 ml.

PROCEDIMIENTO:

1 Se calibra el potenciometro con la solucion “buffer” pH 7.00 y buffer 4.00, haciendo
los ajustes para temperatura y potencial asimétrico requeridos para el instrumento que
esté en uso.

2 Se retiran los electrodos de la solucion “buffer” y se enjuagan con agua destilada
utilizando un frasco lavador.

3 Se sumergen los electrodos en la muestra, después de ajustar el potenciometro la
temperatura de la muestra, se lee su pH.

4.- Se enjuagan los electrodos con agua destilada. Esto se hace cada vez que se efectie
una medicion.

5.- Cuando el nimero de muestras es grande, se debe calibrar el potencidometro contra la
solucion “buffer” de vez en cuando mientras se determina el pH de dichas muestras.

6.- Deje los electrodos sumergidos en buffer 4.
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B.6 Determinacién de alcohol, extracto aparente y extracto original por medio del

analizador de cerveza Anton Paar.

El principio de medicioén del equipo esta basado en la velocidad del sonido para el caso
del andlisis del alcohol y en la frecuencia producida por un oscilador hueco para el
analisis de densidad, los extractos, real, aparente y original se obtienen por medio de un

procesador interno en el que se realizan calculos, considerando los valores de alcohol y

densidad.

EQUIPO Y MATERIAL

Analizador de cerveza Anton Paar
Automuestreador SP - 1.

Viales

Matraces erlenmeyer de 500 ml, 250 ml y 125 ml.
Embudos de filtracion

Descarbonatador Anton Paar ( # catalogo 77778)
Papel filtro Whatman # 2, #4 y # 5,

Papel filtro Reeve Angel # 202

Papel filtro de filtracion media

Papel aluminio

Alcohol etilico absoluto grado reactivo analitico al 96 %
Agua Destilada

Trace Kleen 6 Extran Neutro

PROCEDIMIENTO

Preparacion de la muestra:

Vaciar en matraz erlemeyer de 500 ml y agitar vigorosamente manteniendo la muestra a
una temperatura menor de 20° C. Otra forma de descarbonatacion es usando un
descarbonatador Anton Paar (#catalogo 77778), para lo cual se utiliza el siguiente

procedimiento:
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1.- Colocar 200 ml de cerveza fria (8°-12°) en el matraz kitasato conteniendo un agitador
magnético, tapar con el tapon de hule, conectar la manguera al frasco lavador de gases el
cual contiene 3 ml de solucion antiespumante, este frasco va conectado a la bomba de
vacio por medio de una manguera, accione el interruptor y automaticamente se agitara la
muestra por espacio de 2.5 minutos, al termino del tiempo, desconecte la manguera del
matraz kitasato, filtre la cerveza en el vial para el automuestrador del analizador o en un
vaso, a través de papel filtro Whatman # 4, la muestra queda lista para ser leida en el
analizador. Tener cuidado en vaciar la cerveza del frasco lavador de gases, cuando llegue
a la mitad del frasco ya que se puede pasar cerveza a la bomba de vacio. Cuidar que la

temperatura de la muestra no se incremente a mas de 20°C.

Calibracion del analizador de cerveza.
La calibracion se realiza de la siguiente manera y cada semana:
Una vez encendido el equipo y estabilizada la pantalla digital, verificar que la celda este

limpia y seca, la calibracion se realiza con aire y agua:

Calibracion con aire:

Verificar que la lectura de la pantalla digital g/cm3 este en cero y la temperatura en 20°C.
Enseguida teclee la clave F100 y presione ENTER

Una vez realizado el paso anterior aparecera en la pantalla el nimero 0.001204, el cual es
la densidad del aire a 20° C

Oprima la tecla cero del tablero y presione ENTER

Espere que la lectura de cero.

Calibracién con agua:

Coloque un vial con agua destilada dentro del compartimiento del carrusel.

Presione START y espere a que el agua sea absorbida, por la aguja de absorcion.

Espere a que la pantalla digital se estabilice en 1.00000

Teclee la clave F101 y presione ENTER, aparecera en la pantalla el nimero 0.998204, el
cual es la densidad del agua a 20° C.
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Oprima la tecla con el numero 1 y presione ENTER.

Espere a que la lectura se estabilice, volver a presionar ENTER, para continuar con las
mediciones.

Llene el formato adjunto con las constantes de calibracion, A.B., ademés de imprimir la
calibracion y guardarla por lo menos durante un afio.

Las constantes v y d, velocidad del sonido y densidad, respectivamente deben dar con
agua bidestilada un valor 0.0001, si esto no se diera lavar las celdas.

Antes de cada determinacion verificar la densidad del agua la cual debe estar 0.00004 y

las constantes de velocidad del sonido y de la densidad en 0.0001.

Funcionamiento del analizador de cerveza.

Oprimir F 361, ENTER

Teclear el factor de correccion correspondiente a la muestra a analizar, ENTER

Colocar en el carrusel el vial con la muestra y oprimir START

Nota: Cerciodrese que la celda no haya absorbido burbujas de aire y que en la impresora
estén prendidas las funciones Power y Sel. En caso de tener burbujas la celda, oprimir
STOP y reiniciar.

Esperar a que el analizador de cerveza indique que la muestra ha sido procesada y los
resultados queden impresos.

Los resultados del analisis son los siguientes:

Date Fecha (afio - mes - dia)

Time Tiempo (hora - minuto - segundo)

Temp Temperatura (°C )

Density Densidad

v nimero de velocidad del sonido

d nimero de densidad

% A w/w Alcohol, porciento en peso

% E real Extracto Real, porciento en peso

% A v/v Alcohol, porciento en volumen

% E orig Extracto Original, porciento en peso

% E app Extracto aparente, porciento en peso
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Limpieza:

Al terminar de usar el analizador de cerveza continuar con el siguiente procedimiento de
limpieza:

1. Llenar tres viales con agua bidestilada y un vial con extran neutro al 10 %, 3 viales con
agua bidestilada y un vial con alcohol etilico, colocarlos en el carrusel, oprimir START.
2. Esperar a que se haya absorbido el contenido del vial, oprimir STOP

3. Volver a hacer el mismo procedimiento para todos los viales

4. Mover la palanca de la bomba hacia el lado derecho.

5. Colocar la manguera de silicon de la salida de aire, dentro de la aguja de absorcion.

6. Encender la bomba de aire, esperar hasta que la pantalla de la lectura de 0.0000.
(aprox. 10 minutos)

7. Apagar la bomba de aire

8. Colocar la palanca en posicion central

9. Apagar el analizador de cerveza.

Nota: En el caso de que el aparato presente problemas para ser calibrado, que no de ¢l
0.0000, realizar lo siguiente:

a). Colocar en el carrusel, 2 viales con Trace Klean ¢ extran neutro al 10 % , tres viales
con agua bidestilada y un vial con alcohol etilico, oprimir la tecla START, cuando haya
terminado de introducirse la muestra, oprimir STOP, repetir esta operacion para cada
vial.

d). Continuar con los puntos 4 al 8.
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B.7 Determinacion de la Floculacién por el método de Helms

REACTIVOS.

a) Solucion de CaSQq.- Disolver 0.645 g de sulfato de calcio (CaSO4.2H,0) en 1 litro de
agua destilada. b) Solucion Buffer.- Disolver 0.645 g de sulfato de calcio (CaS0O4.2H,0);
6.8 g de acetato de sodio (CH3;COONa.3H,0); 4.05 ml acido acético. Aforar a 1000 ml

con agua destilada, el pH final de la solucion es de 4.5.

APARATOS.

a) Pipetas serologicas de 1,5y 10 ml.
b) Tubos para centrifuga de 15 ml.

c) Centrifuga.

TECNICA.

Para realizar esta determinacion no se requieren condiciones estériles. A una muestra de 7
ml de levadura, adicionar 7 ml de solucion CaSOs, centrifugar por 5 minutos a 3,000 +/-
100 rpm., decantar, resuspender la levadura precipitada en solucion de sulfato de calcio y
aforar a 15 ml. Centrifugar nuevamente 5 minutos a 3,000 +/- 100 rpm. y decantar. Pesar
1 g de levadura lavada en un tubo de centrifuga de 15 ml, adicionar 10 ml de solucién
buffer y agitar fuertemente. La suspension se deja en reposo a 5 +/- 1°C en un bano de
agua aproximadamente 20 minutos, al término de este tiempo se hace una lectura
preliminar del volumen de levadura floculada. Agitar fuertemente una vez mas y dejar en
reposo la suspension aproximadamente 10 minutos a 5 +/- 1°C en bafio maria. Al cabo de
este tiempo se hace la lectura final del volumen de levadura floculada. Clasifique la

levadura usando este ultimo valor de acuerdo a la tabla siguiente:
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CLASIFICACION DE LEVADURA POR FLOCULACION:

ml de levadura floculada Clasificacién
0-0.5ml Levadura no floculante
0.5-1.5ml Levadura semifloculante
arriba de 1.5 ml Levadura floculante
NOTA:

Esta determinacion debera efectuarse en muestras por duplicado.
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APENDICE C. Secuencias Nucleotidicas de Fragmentos Amplificados de los genes
FLOyACTL.

FLO11 FW
tacacttagcacacccctgttacacagctgtcacaaccaccgttgttaccactgaatcc
tctacgggtactaactccgctggtaagacgacaactggttacacaacaaagtctgtacc
aaccacctatgtaaccactttggctccaagtgcaccagtaactcctgccactaatgcca
taccaactacaataaccactactgaatgttctgctgctacaaacgctgccggtgaaact
acatctgtatgctctgctaagactatcgtaagttctgcaagcgcaggcgaaaacaccac
ccctgtcacgatagctattccaaccacagttgttaccactgagtcatctgttggtacta
actccgctggcgaaacaacaactggttacacaaccaagtccatcccaaccacttacata
accactttgattccaggttcaaatggtgccaagaatacgaaactgtggccacagcaacc
accctatttcaatcaagactacatcccacaactacaacagcttctgcttctacatggct
cccgttgtactctccttctctactggtcactacatctgctctggtctgcagcgcacata
ctctgttcttctatctcagtacttaccagagctgctatatcaggttcttgaaacttagg
gtgctactcgtctccgtgatctaa

FLO11 RV
acaaggaaaactatcaaagaaccttgatattagcagcaccttggtaagtactcgagata
gaaggaacagagtatgtagtgactggggaaccacaaacagattgtagtggaccaccaga
gatggcgatggggcaacgggagccctgttgtaagcataacctggttgaaaaaggtgggg
agtaggcctgaatgtaaaaaagtggggtggtgtggccaccccctectttatttttggtca
ccctttatctggcatccatactggcccgcaattggttggggaagggaatggaccaggca
caaaccggtcgtatgattgggtgagtggttcctctccaggaacttagggccacacccgce
cgtgcgaatataccttattttattggggggggtggttcccctgecttttaaaaaaataa
aaattttttaaataattataaaaataaacactaccaaggggggttttttatttataaaa
aaataaagtttgttgttctccaaaggtt

Lg-FLO1 FW
ttctattgattagacactaaaaaaaatgacaattgcacaccactgcatatttttggtaa
tcttggcctttctggagctacttaacgtagcatcaggaagtacacaagcatgcectgceca
gtgggctcgaggaaaaatgggatgaatgtcaacttttataaatactcattacaggattc
aacaacgtattccgacccgcaatatatggcctataaatactccgatacaaagaagttag
gttccgttagcggacagacccatctctccataactattggecc

Lg-FLO1 RV

cccgcaacggaacaacttcttagtatcggagtatttataggccatatattgcgggtcgg
aatacgttgttgaatcctgtaatgagtatttataaaagttgacattcatcccatttttc
ctcgagcccactggcaggcatgcttgtgtacttcctgatgctacgttaagtagctccag
aaaggccaagattaccaaaaatatgcagtggtgtgcaattgtcattttttttagtggtg
ctaatcaatttaaagaaaatcatttgcggaattaccctgcagaacagaatctgcaatat
gctatgccgggttcaaggtgaaaaattgacaattgcacaccaccgcatatttgtgggaa
tcttggcctttctggagecttctttagttacagcagaatacacagcatggctgcaatgge
ccagcaaaaatttataattcactttaaatccgggtagagatcacacctgtccacctcag
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ataggccatagtctccatcaaacacttggtccttgcgaccaaccatctcctgtcatgcc
cagta

ACT1 FW
attactgatatcatgaaccctaaatcaaacagagaaaagatgactcaaattatgtttga
aacttttaacgttccagccttctacgtttccatccaageccgttttgtecttgtactctt
ccggtagaactactggtattgttttggattccggtgatggtgttactcacgtcgttcca
atttacgctggtttctctctacctcacgccattttgagaatcgatttggccggtagaga
tttgactgactacttgatgaagatcttgagtgaacgtggttactctttctccaccactg
ctgaaagagaaattttccgtgaaatcaaggaaaaactatgttacgtcgccttggacttc
gaacaagaaatgcaaaccgctgctcaatcttcttcaattgaaaaatcctacgaactttc
agatggtccagtcatcactattggtaacggaaagattcagagccccagaagettttgtt
ccatcccttctgttttgggtttgggaatctgccggtattgaccaaactacttacactcc
atcatgaagtgtgatggtcagcccccaaaggaggaccttactcacattcagaaggaatt
ttaatagtggtcaaacgggaatccaacccaacaaaggtggacaaagtctggggtgaact
ctcttcatatgagactggcactgaagtctagaatttcattgaagataagcgggttgctt
ctgtcgatcagggctacagtttcctgatacgacaattcttcaatgggaaagagaacgtc
cgatctacaggccatctcgcgagaatcaatgggggagaaccgatgggactgtacttcga
tttataccccagttcggatttagggagcagttgtacccacggaaaaaaaattcaacatt
ccccte

ACT1RV
taagtagttgtagtagtttggtcataccggcagattccaaacccaaaacagaaggatgg
aacaaagcttctggggctctgaatctttcgttaccaatagtgatgacttgaccatctgg
aagttcgtaggatttttcaattgaagaagattgagcagcggtttgcatttcttgttcga
agtccaaggcgacgtaacatagtttttccttgatgtcacggacaatttctctttcagca
gtggtggagaaagagtaaccacgttcactcaagatcttcatcaagtagtcagtcaaatc
tctaccggccaaatcgattctcaaaatggcgtgaggtagagagaaaccagcgtaaattg
gaacgacgtgagtaacaccatcaccggaatccaaaacaataccagtagttctaccggaa
gagtacaaggacaaaacggcttggatggaaacgtaaaaggctggaacgttaaaagtttc
aaacataatttgagtcatcttttctctgtttgatttagggttcattggagcttcagtca
aaagaacagggtgttcttctggggcaaactcaaaaaaaaaaataaatcaaacggggaaa
ggtggcttcaattatggtttggaaaattttacggtccgccctcaagtttccttcgaggce
ggtttgtcgttgtaccatccgggtgaccactgggttagtttggttcgggggtggtgtga
atttcgttgacaaattaaccggttttcttttttcggaatctgggactgactagcgggcg
tgatttgacgaccttctgtgagacggggggaagtggatcccttctccaacttgtgaagg
gaatgtcgtgcctcaaggaattcaatatgcgtcgcgtggactaccacagaatgaaacgt
ggtaacttctgaatgaaaaataagaatttcgtagatgcagcaacggttgagaactaagg
cggagtagatcacatagtatgtttactatgattagtagtgagtcacaacacggggtttc
taggcttcaa

FLO1 RV

gatgtgagcagtcgacgtgatgggaggttgttcttgtgcacaacattcgaacgcaatgc
taccaccaaccgataaaattgcggaatcatctactgttgcaaaagaaaacgtgtaagaa
cctgtctgtggtggtaaaaagtaacctgtcatttctaaggtgatgtttgttggggtggt
ataaaagccaaacagatctgtactccagtatgaaacggcttgactgttggagcatctcc
ccttacctctgcatccccaattaccatatgcatcttcttgagggcactgatatgtccct
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gaggttgtaacacaaggaagattatagttgatagatatatccgtttgcccactaacaga
gcccaatttgactttgtctgcatattggtaagccatatatgctgcattagaatacgtgg
aggaatctttcaatgattactggtaaaaatttatattcatcccacttttcctctggect
gctggcaagcacgcctctgtggctcctgaggccacattaattagtgccagaagtgtaaa
gactgccaaaaacatatagtgatgaggcttgttataaggaat

FLO5 FW
tgatctcggcctttctggagctacttaacgtagcatcaggaagtatggaagcatgcectg
ccagatggcgaaaaaaaaaacggaatgaacatcaacttttatcaatatacactaatgga
ttcatctacatattcaaacgccgcatatatggcgtatcaatatgcgaacgaagccaagt
tgggttccgttggtggacagaccacaatttcaatcaattatgatataccatgtgttagt
gatttcggcactttttcctgtcctcaagaagattcttctgatgaatggggtttcatgtg
taacaatgagttttgctccaatagccaggcaagcgcttactggagttcaaacctatttg
gcttctataccactccaacaaacgtaaccctaaaaatggaacaggaa

FLO5 RV
gtgcgatctgagccaataggtctgaactccagtaagcgcttgectggctattggagcaa
aactcattgttacacatgaaaccccattcatcagaagaatcttcttgaggacaggaaaa
agtgccgaaatcactaacacatggtatatcataattgattgaaattgtggtctgtccac
caacggaacccaacttggcttcgttcgcatattgatacgccatatatgcggcgtttgaa
tatgtagatgaatccattagtgtatattgataaaagttgatgttcattccgtttttttt
ttcgccatctggcaggcatgcttccatacttcctgatgctacgttaagtagctccagaa
aggccaaaattaccaaaaatatgcagtggatgcagtgtggcaaaattgtcaattgctat
ggctccaaccccgcggcaatccaccccaccctcacttaggggggtgaggggggaaaaaa
aacccccccce

FLO8 FW
tacagaggggatatagtaacgaggacatagaccccatgcacttggctgctatgatgcta
ggaaatcctatggcacctgcggttcaaatgcgcaatgttaatatgaaccctataccaat
tcctatggttggtaaccctatcgttaataatttttccattccaccatacaataatgcaa
accccccacgagtggtgcaactgctgttgctcccacagcgecgecttecggegatttta
caaatgtagggccaacccagaatcggagtcaaaacgttactggctggccagtctataat
tatccaatgcaacccactacggaaaatccagtgggaaacccgtgtaacaataataccac
aaataatacaactaataacaaatctccagtgaaccaacctaaaagtttaaaaactatgc
attcaaagataaaccaaataatgtcccgacgtcaaaatctacaagaagtagatctgcaa
cctcaaaagcgaaggtaaagtaaagccggtctagtggctaaaagacaaaaaaaaataat
accgcacagtttcccggatcgacaacgctgtcccaatattaccacaccggtcgcactat
gaccg

FLO8 RV

cctagggactgcggttgttgcccgagtttttcgtgatctctggttagtgaggtggatgce
cttttttgtatttttccttacctttgtgggctgtttagaaactaaagcggaaggtgatg
ctccatccaacgatgggctagatttggaattagaataaatatcttcctcgccaaatatt
attgcttgattgcggaagttagtagcaatatctgatcttggagtcttatttactcttga
acctaccatagcgggttcacttgttgttgagcctggtgtggtaatatttggcgaaccag
cgttcgtcgatcccgcggaaactgtagecggtattattttttcttecgtctcttageccact
agaccggctttaactttacccttcgcttttgaggttgcagatctacttcttgtagattt

109



tgacgtcgggacattatttggtttatctgttgaatgcatagtttttaaacttttaggtt
ggttcactggagatttgttattagttgtattatttgtggtattattgttacacgggttt
cccactggattttccgtagtgggttgcattggataatatagactggcagccagaacgtt
tgactccgatctgggtggcccactttgtaaatccccgaaggecgcecgctgtggaacaacac
attgcccacctgggtttgcttatgatggggaaggaaattataacgaaggtacacctaga
atggataggtcatacatccattgacccaggcaagatccacactccccagcagggcagcc
gtcattcccctctaaacggccacttaaaggcecce

FLO9 FW
agtccgttgatgctatttttaccagtttcattagtggttcttccacgtattccaatgca
gcatatatggcttaccaatatgcagacaaagtcaaattgggctctgttagcgggcaaac
ggatatatctatcaactataatcttccttgtgttacaacctcagggacatatcagtgcc
ctcaagaagatgcatatgataattggagatgcagaggtaaggggagatgctccaacagt
caagccgtttcatactggagtacagatctatttggcttttataccactccaacaaacgt
aaccctagaaaagggacaggaaaa

FLO9 RV
gtttatataagccaacagatctgtactccagtatgaaactggcttgactgttggagcat
ctccccttacctctgcatctccaattatcatatgcatcttcttgagggcactgatatgt
ccctgaagttgtaacacaaggaagattatagttgatagatatatccgtttgcccgctaa
cagagcccaatttgactttgtctgcatattggtaagccatatatgctgcattggaatac
gtggaagaatccattaatgaatactggtaaaaatttacattcataccattcttccttga
gtttgctggcgggaatgccgaaaaaacttggggagaaagggatatgtagttaattttta
ccagtattcattaatgagattcttccacgtattccaatgcagcagatatacttaccaat
atgcatacaaagttaatggagctctgttagagggcaacggaggtgtgttaactatcact
tccaggtgttcaactcagggaatatcatgcctcagaagatgcaaataaaatggagatca
agttagggggggagctcacctcaaccttccactgaatacagatatttggctttaatcce
cccaccactaaacgggaattaaaggaa

FLO10 FW

aggatgatgattcgagttttatcagtcggaggtgatgtcgcatttgaatgttgtgcaca
agaacaacctcccatcacttcaactgactttacaatcaatggtatcaaaccatgggttg
gaagtttgcctcctaacatcgaagggtcagtctacatgtatgctaattactactatcct
atgaaagttgtttactcaaatgctgtttcttggggtacacttcctgttagtgggtattg
cccaacactaatactggtgtcccgagaaacagcggtgagtaaacgactttcaaaggaga
gtagtaattgcaacatgtagacgacccttcattttggaagaaacgtccaccccatggtt
tgataccttgattgtaaatcgttgaatgatagggggttgtttctttgcacacatcattt
ttcttcccgectccaccataaaactctgatcatcccctttgcaageccgaattgtaggtg
ccagttta

FLO10 RV

tatgaacgctttgagtaaacactttctaggatagtagtaattagcatacatgtagactg
acccttcgatgttaggaggcaaacttccaccccatggtttgataccattgattgtaaag
tcagttgaagtgatgggaggttgttcttgtgcacaacattcaaatgcgacatcacctcc
gactgataaaactgctgaatcatccaccgttgcaaagccaaatgtgtaggtaccagtta
aaaacaggtacaccaattgtaacccaagaaatagcaattgagtaaatacttttatagga
tagtagtaattagtaaagtgtcatcagacctttcgatgttaggaggaaacttccacccc
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ttgtttgataccattgattgtatatcagttgacgtgatgggagggtgtcttgtcacaca
atctttttttacgtcgctcccacgataaaaactcttaatcgtcccggtttgcgagecga
atatgtaggttccagtttaagc
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