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Evaluacion de la presencia de los genes FLO1, FLO5, FLO9y FLO11
en cepas de Saccharomyces cerevisiae

Evaluation of the presence of genes FLOT, FLO5, FLO9 and FLOT1
in Saccharomyces cerevisiae strains

Carolina Ramirez-Soto*t, Maria Alejandra Garcia-Orozco*, Luisa M. Minera-Porras*, Lina M. Lépez-de Avila-r

RESUMEN

La capacidad floculante en cepas de Saccharomyces cerevisiae es una caracteristica importante para la industria del etanol ya
que la unién célula-célula permite la facil separacion de la biomasa del producto de fermentacion, reduciendo el tiempo y
los costos operacionales. La capacidad que tiene S. cerevisiae para adherirse a células y superficies abioticas es conferida por
un grupo especifico de proteinas de la pared celular, denominadas adhesinas y codificadas por la familia de genes FLO.
La expresion de dichos genes esta relacionada con la respuesta a algunas condiciones de estrés que son comunes tanto a
ambientes naturales como a fermentaciones industtiales. Este estudio evalué la presencia de los genes FLLO7, FLO5, FL.O9
y FLOT1 en cepas de S. cerevisiae, aisladas de ambientes naturales, y a su vez, evidenci6 la importancia de la identificacién de
los genes FILO en cepas nativas para un control adecuado de la floculacién en fermentaciones industriales.
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ABSTRACT

Since cell-cell attachment enables biomass separation
from the fermentation product, flocculant ability of
Saccharomyces cerevisiae strains is a relevant characteristic
for the ethanol industry, as it reduces operating times
and costs. The capacity of S. cerevisiae to adhere to
cells and abiotic sutrfaces is conferred by a specific
group of cell wall proteins called adhesions, which
are encoded by FLO gene family. The expression
of these genes is associated to the response to some
stress conditions that are common to both natural en-
vironments and industrial fermentations. This study
evaluates the presence of genes FLLO7, FL.O5, FL.O9
and FI.O77 in S. cerevisiae strains, isolated from natural
environments, and in turn, it demonstrates the im-
portance of the identification of FLO genes in native
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strains for adequate control of flocculation in indus-
trial fermentations.
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INTRODUCCION

Las levaduras son microorganismos que tienen la
capacidad de transformar una gran cantidad de car-
bohidratos en diferentes compuestos como etanol y
otros compuestos de alto valor agregado.® Saccha-
romyces cerevisiae es una levadura usada industrialmente
en la produccién de una amplia variedad de alimentos
y bebidas fermentadas, asi como para la produccién
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de etanol como biocombustible.”* Guimaries ef a/.)’
reportaron que la utilizacién de cepas nativas de S.
cerevisiae, que estén adaptadas a ambientes naturales
con condiciones similares a las de una industria de
producciéon de alcohol, es decir el uso de cepas que
estén fisiolégicamente adaptadas a condiciones ex-
tremas (como alta cantidad de azucares, estrés oxi-
dativo, altas concentraciones de etanol y, al final de
los procesos, y limitacién de nutrientes, entre otros),’
de las cuales algunas son comunmente encontradas
en fermentaciones industriales, es una estrategia
importante para mantener la calidad y asegurar la
reproducibilidad de las caracteristicas de productos
fermentados industrialmente como el vino y la cet-
veza. Es por estas razones que la bisqueda y ob-
tencion de cepas nativas de S. cerevisiae, que, por sus
caracteristicas especiales, funcionen adecuadamente
ante los rigurosos ambientes industriales, se con-
vierte en una opcién bastante promisoria para su
uso con propésitos de aplicabilidad en la industria.

Ademas de producir altos rendimientos de etanol
y de tolerar un amplio espectro de inhibidores y tem-
peraturas variables,">" §. cerevisiae tiene la capacidad
de desarrollar mecanismos que pueden desencadenar
variaciones fenotipicas en respuesta a las condiciones
fisicoquimicas del medio donde se desarrollen.”

Uno de estos mecanismos, estudiado por su im-
portancia industrial, es la floculacién: un proceso na-
tural, asexual, calcio-dependiente y reversible donde
las levaduras se adhieren formando floculos consis-
tentes de miles de células. Luego de su formacion, es-
tos floculos se sedimentan rdpidamente, separandose
del medio en el que estan inmersos.”™ Por estas carac-
terfsticas, la floculacion célula-célula es un mecanismo
importante que facilita la recuperacién de biomasa de
forma mas rentable y eficaz que la aplicada para le-
vaduras no floculantes, que implica no sélo una alta
inversion de capital en equipos, sino también un gran
consumo de energia. Cuando las células de S. cerevisiae
floculan dentro de un proceso fermentativo, los flo-
culos pueden ser retenidos e inmovilizados facilmente
dentro de los reactores, lo que lleva a una produccién
de etanol mas eficiente y econémicamente competiti-
va cuando se usan cepas floculantes.

También se ha reportado que las células dentro
de los fléculos muestran un incremento en su tasa
de supervivencia debido a la naturaleza protecto-
ra de la estructura del fléculo,® que es importante

cuando el objetivo es reutilizar las levaduras en fer-
mentaciones subsecuentes.'

Una floculacion fuerte y completa es una propiedad
bastante deseable para cualquier cepa de S. cerevisiae
usada a nivel industrial. Sin embargo, muchas de es-
tas cepas industriales no poseen estas caracteristicas,
y no floculan o presentan una floculacién prematura
y descontrolada que puede causar una fermentacion
lenta y la generacion de caracteristicas indeseables en el
producto final, como olores y sabores desagradables.'®

La floculacién es un fendmeno complejo y para
lograr entenderlo y controlarlo a nivel industrial, es
necesario comprender los mecanismos genéticos que
subyacen a este proceso. En S. cerevisiae, la floculacién
es mediada por proteinas de pared celular tipo lecti-
nas conocidas como adhesinas, floculinas o zimolec-
tinas."®*"* Estas proteinas estin adheridas en la parte
externa de la pared de las células floculantes de . cere-
visiae y, selectivamente, se unen a residuos de manosa
presentes en las paredes celulares de células adyacen-
tes. Los iones de calcio en el medio de cultivo son
necesarios para activar las floculinas. Dado que los re-
siduos de manosa estan siempre presentes en la pared
de células floculantes y no floculantes, el factor critico
para la floculacién es claramente la presencia o ausen-
cia de las lectinas.'®"**2% T os genes que codifican estas
proteinas se denominan genes FFLLO. Anilisis estructu-
rales y funcionales de la secuencia genémica de la cepa
de laboratorio S. cerevisiae S288C revelaron que esta
cepa tiene la familia de genes FLO. Algunos de dichos
genes son dominantes, subteloméricos y responsables
del fenotipo de floculaciéon: FL.O7, FL.O5, FLOY y
FLO107%* y otro gen no subtelomérico confiere ad-
herencia a superficies sélidas y se encuentra relacio-
nado con crecimiento invasivo: FLO77 (MUCT).1+1622
En ambientes naturales la expresiéon de FLO77 permi-
te la formacion de biopeliculas y filamentacion. 753

Algunos reportes de industrias cerveceras indican
que las cepas que presentan propiedades floculantes
perfectas durante un proceso fermentativo, pueden
cambiar y evolucionar hacia una floculacién prematura
o tardfa, o incluso pierden la capacidad de flocular por
completo. Muchos estudios describen la presencia de
eventos de recombinacion intragénica muy frecuentes
en la regién central de la secuencia genémica de los ge-
nes FLO."*3 Dicha recombinacion puede dar lugar a
la pérdida o ganancia de unidades repetidas en tindem
en la secuencia de estos genes. El aumento de repeticio-
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nes en tandem del gen FI.O7 resulta en una floculacién
mas fuerte® y la variacion en el nimero de estas repe-
ticiones puede generar un cambio en el fenotipo flocu-
lante.* Debido a que los genes FL.O estan bajo control
epigenético, su expresion puede silenciarse de modo
reversible,"™™>% ]o que representa otro nivel de comple-
jidad en el control de la floculacion en S. cerevisiae.®

En este trabajo se evalia la presencia de los genes
FLO1, FLOS5, FL.O9 y FL.OT1 en cepas nativas de S.
cerevisiae, para ser usadas con fines industriales como
recurso genético en la construccioén de levaduras con
capacidad floculante.

MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMOS

La cepa de S. cerevisiae S288C, usada en este estudio
como cepa de referencia, fue donada por el profesor
Kevin Verstrepen (V1B laboratory for Systems Biology &
Laboratory for Genetics and Genomics, Centre for Microbial
and Plant Genetics, Catholic University of Lenven, Bélgi-
ca). Se us6 también en este estudio la cepa S. cerevisiae
Ethanol Red® de la empresa Fermentis (ER), una cepa
de S. cerevisiae de la emptesa Levapan® (LV) y una cepa
industrial de S. cerevisiae utilizada para la produccion

de etanol (FLA).

Meblios DE cuLTivo

Las levaduras se incubaron en caldo YPD (glucosa
1%, peptona 2%, extracto de levadura 1%) o agar
YPD (glucosa 1%, peptona 2%, extracto de levadu-
ra 1%, agar 1,7%). Los medios se suplementaron con
cloranfenicol al 0,017% (YPD+C). Se utiliz6 agar
YPX (xilosa 1%, peptona 2%, extracto de levadura
1%, agar 1,7%) para realizar un tamizaje inicial de ce-
pas no fermentadoras de xilosa.

BIOPROSPECCION DE LEVADURAS

Para la obtencién de las cepas de S. cerevisiae, se realizéd
un proceso de bioprospeccion, a partir de diversas
fuentes en las cuales dicha levadura puede encon-
trarse como alterante o como microbiota natural. En
este estudio, se escogieron las siguientes fuentes para
la bioprospeccién: jugo natural de pifia y de mora,
cerveza artesanal, fermento de pifia, uvas Isabella y
Red Glove (La Unién, Valle del Cauca, Colombia). Para
el tratamiento de los jugos de pifia y mora, se tomo

una alicuota de 5 mL de la muestra y se realizaron
diluciones seriadas hasta 10°% se sembraron en agar
YPD+C las diluciones 102 10* y 10°. La siembra de
las muestras de cerveza y fermento de pifia se hizo
de forma directa. Se pesaron 5 g de uvas y se rea-
lizaron diluciones seriadas hasta 10, sembrando en
agar YPD+C las diluciones 107, 10* y 10°. Todo lo
anterior se realizé por duplicado. Todos los cultivos
se incubaron a 37°C por 48 h. Las colonias que pre-
sentaron diferencias en su morfologia macroscépica
se reaislaron en agar YPD+C. Las levaduras se crio-
conservaron en glicerol al 30%, y se sometieron a
repiques sucesivos cada dos semanas.

IDENTIFICACION TAXONOMICA

Con el fin de seleccionar las cepas no fermentado-
ras de xilosa, caracteristico de S. cerevisiae, las cepas
crecidas en agar YPD+C se sembraron en agar YPX
y se incubaron a 37°C por 48 h para realizar un ta-
mizaje inicial de utilizacién de xilosa como fuente de
carbono. Se seleccionaron algunas cepas que presen-
taron crecimiento disgénico en xilosa y se sometieron
a identificaciéon con el kit comercial API 20 C AUX
de bioMérieux SA. El tiempo de incubacién fue de
40-42 h, a una temperatura de 30°C y los resultados se
registraron en el software APTWeb.

Extraccion e ADN

Para la extraccién de ADN de las cepas de S. cerevisiae
(12 cepas nativas, LV, ER, FLA y S288C) se utiliz6
el protocolo reportado por Linda Hoskins/Hahn Lab
(Yeast Genomic DNA Prep. 1997).

El método se realiz6 asi: las levaduras fueron cre-
cidas a 35°C en medio YPD por 16 a 18 h. Se centri-
fugd el cultivo a 7000 g por 10 min (Centrifuga Sigma
3K18); el botén de células se lavo con agua desioni-
zada estéril y se centrifugd por 10 min a 7000 g. Se
descarto el sobrenadante y se resuspendié el botén de
células en solucién I (sorbitol 0,9 M, EDTA 0,1 M,
DTT 0,05 M pH 7.5), luego se adicion? liticasa (0,25
mg enzima/200 pl. sorbitol 1 M) (>2000 unidades/
mg proteina, Sigma-Aldrich®). Se incubé a 37°C con
agitacién ocasional por 20 min y se centrifugd a 1500
g por 5 min. El botén de células se resuspendié en
solucién I (Tris-HCL 50 mM y EDTA 50 mM pH
8,0) y se mezcl6 por pipeteo suave. Posteriormente,
se adicioné SDS al 10% y se incub6 por 30 min. En
el proceso de purificaciéon de acidos nucleicos, se adi-
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ciond acetato de potasio 5 M y se incubé en hielo por
1 h. Los tubos se centrifugaron a 6000 g por 30 min y
se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo. Se adi-
cioné etanol absoluto frio y se centrifugé a 6000 g por
10 min, el botén de células se resuspendié en buffer
Tris- EDTA pH 7,5. Seguidamente, se adicioné fenol:
cloroformo 1:1, se mezcld por inversién del tubo y
se centrifugd a 2000 g por 10 min. Para concentrar el
DNA, se recuperd la fase acuosa, que se transfirié a
un vial y se adicionaron 2 volumenes de etanol abso-
luto por cada volumen de fase acuosa. Se centrifugd
a 2000 g por 10 min y finalmente, se lavé el boton de
células con etanol al 70% y se centrifugd de nuevo a
2000 g por 5 min. Se permitio la evaporacién comple-
ta del etanol y se resuspendié en buffer TE (Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM pH 8). Se almacené el ADN a
-20°C hasta su postetior uso.

La cantidad de ADN obtenido se estimé por es-
pectrofotometria a 260 nm y la pureza se estimé me-
diante las relaciones 260/280 y 260/230, usando el
equipo NanoDrop 2000 (ThermoS cientific).

DiSENO DE CEBADORES

Todos los cebadores usados en la PCR de los genes
FL.O (Tabla 1), se diseflaron de acuerdo con las
secuencias genémicas de la cepa de referencia de
S. cerevisiae S288C reportadas en la base de datos
Saccharomyces Genome del Departamento de Genética
de la Universidad de Stanford (EEUU). La sintesis de
los cebadores se solicit6 a la compafifa IDT (Coraville,
Towa, Estados Unidos).

AMPLIFICACION DE GENES FLO

Con el fin de optimizar el pardmetro de la tempe-
ratura de alineamiento de los cebadores y las con-
centraciones finales de los reactivos de la reaccién
se realiz6 una PCR en gradiente de temperatura
con el ADN de la cepa control S. cerevisiae S288C

para la amplificacién los genes FLO7, FLOS5, FLO9
y FLOT71. Los ciclos de temperatura fueron los si-
guientes: 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 0,5 a
1 min, 50°C a 60°C por 30 a 45 seg, 72°C por 1 a 3
min y finalmente, 72°C por 7 a 12 min. El volumen
final de cada reaccion fue 25 pL y la concentraciéon
final de los reactivos fue: buffer PCR 1 X, MgCI2
1,5 a2 3 mM, dNTP’ 0,2 mM, cebadores forward y
reverse 0,25 uM, Taq polimerasa 0,5a 1 Uy 100 ng
de ADN. Teniendo estos parametros establecidos
y estandarizados, se realizé6 una PCR convencio-
nal para amplificar los genes FLO7, FLO5, FL.O9 y
FLO717 de las 15 cepas de S. cerevisiae (12 cepas nati-
vas, la levadura de panificacién LV y las dos cepas in-
dustriales: ER y FLA). Los productos de PCR se evi-
denciaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

RESULTADOS

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

Del proceso de bioprospecciéon se obtuvieron 38 ce-
pas de levadura de diversas fuentes seleccionadas por
su morfologfa macroscépica.

IDENTIFICACION BIOQUIMICA

A partir del filtro de crecimiento en YPX se selec-
cionaron 23 cepas de levaduras no fermentadoras de
xilosa. Se realizé una revision de la morfologia mi-
croscopica de estas levaduras y se seleccionaron las 17
cepas que mostraron mayor similitud a la morfologfa
microscopica de S. cerevisiae. Los resultados obtenidos
de la identificacion de estas cepas con el kit API 20
C Aux se muestran en la Tabla 2. De todo el proceso
de bioprospeccion, se obtuvieron e identificaron 12
cepas de S. cerevisiae, que se usaron para determinar la
presencia de los genes FLO.

Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificacion por PCR de los genes FLO1, FLO5, FLO9y FLO11 en cepas de Saccharomyces cerevisiae.

FLO1 5'-ATGACAATGCCTCATCGCTATATG-3’ 5-TTAAATAATTGCCAGCAATAAGGAC-3’ 4614 pb
FLO5 5'-ATGACAATTCGACACCACT-3' 5'-TTAAATAATTGCCAGCAATAAGGAC-3’ 3228 pb
FLO9 5-ATGTCTCTGGCACATTATTGTTTAC-3' 5-TTAAATAATTGCCAGCAATAAGGAC-3’ 3969 pb
FLOT1 5-ACCACTGAAAGCTCTGTAGCACCA-3’ 5-TCGCCAGTACCAGTTGAACAAGGA-3’ 806 pb
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Tabla 2. Identificacion bioquimica de levaduras por medio del kit APl 20 C Aux.

Identificacion APl 20 C AUX

Nimero de cepas _ Nombre de % Aiclami
isladas inicialmente . .z . la cepa EE it
Qs % Identificacién / Especie P
99,5% / Candida krusei N/A
Jugo de pifa 5 0%
44,5% / Candida famata N/A
Jugo de mora 3 99,9% / Kloeckera spp. N/A 0%
98,7% / S. cerevisiae 1 GF9
Fermento de pifa 5 98,7% / S. cerevisiae 1 GF10 60%
97,9% / S. cerevisiae 1 GF13
92% / Candida pelliculosa N/A
Uva Isabella 4 25%
97,9% / S. cerevisiae 1 GF16
97,9% / S. cerevisiae 1 GF18
Uva Red Glove 3 66,6%
97,9% / S. cerevisiae 1 GF20
Kefir 2 N/A N/A 0%
Levapan® 2 97,9%/ S. cerevisiae 1 LV 50%
97,9% / S. cerevisiae 1 GF26
Cerveza negra 4 50%
98,7% / S. cerevisiae 1 GF27
88,7% / S. cerevisiae 2 GF29
97,9% / S. cerevisiae 1 GF30
Cerveza mestiza 10 40%
97,9% / S. cerevisiae 1 GF32
97,9% / S. cerevisiae 1 GF33
Total 38 17 13 34,2%

N/A: No Aplica identificacion genética.

AMPLIFICACION DE GENES FLO

La temperatura de alineamiento para los cebadores
de cada gen FLO fue la siguiente (Figura 1): FLO7
y FLLO5 a 50°C (carril 8), FI.O9 a 51,9°C (carril 6) y
FLOT7 a 53,7°C (carril 5). La amplificacién de cada
gen FLO se realizé con los parametros anteriormen-
te establecidos. El gen FLO7 estuvo presente en el
66,6% de las cepas evaluadas, presentaindose predo-
minantemente en cepas aisladas de ambientes natu-
rales, el gen FILO5 en el 86,6% (Figura 2) y el gen
FILO1717 en el 60% de los aislamientos (Figura 4). En
la Figura 2, se evidencia también que los productos de
PCR no coinciden con el tamafio esperado de 4614 pb
para el gen FL.O7, y sélo dos de los productos coinci-
den con el tamafio esperado de 3228 pb para FLO5:
LV y FLA (Tabla 3). Los productos de PCR para el

gen FILO77 de las cepas aisladas de fuentes naturales
(GF9, GF13, GF16, GF18 y GF20), de tres cerve-
zas artesanales (GF20, GF29 y GF33) y de la cepa de
produccién industrial de etanol (ER), coinciden con
el tamafio esperado de 806 pb (Figura 4). En la Figura
3, se evidencia la ausencia del gen FILLO9 en todas las
cepas. En el lado izquierdo, se observa una prueba
comparativa con la cepa control (S288C) y dos cepas
tomadas al azar. De todas las cepas evaluadas, 6 tuvie-
ron los genes FLLO7, FLO5 y FLLO77 (40%); 4 de estas
6 cepas fueron aisladas de fuentes naturales como el
fermento natural de pifia (GF9 y GF13) y uvas (GF16
y GF20), las otras dos cepas fueron aisladas de cerve-
za negra (GI'20) y cerveza clara (GF29) artesanales.
Segtn la identificacién realizada con el kit API 20 C
Aux, la cepa GF29 presenta un fenotipo diferente a
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3000 bp

4000 bp

800 bp
700 bp—

FLO9 FLOTT
Figura 1. Electroforesis de los productos obtenidos por PCR en gradiente de temperatura de la cepa control S288C. A. Electroforesis de PCR en
gradiente del gen FLOT. B. Electroforesis de PCR en gradiente del gen FLO5. C. Electroforesis de PCR en gradiente del gen FLO9. D. Electroforesis
de PCR en gradiente del gen FLO171. Temperaturas para cada carril: 1. 60°C 2. 59,2°C 3. 58°C 4. 56,1°C 5. 53,7°C 6. 51,9°C 7. 50,7°C 8. 50°C.

10 13 16 18 20 ‘I._V‘ 26 27 29 30 32 33

4000 bp
3000 bp

ER FLAM = 9 10413416 18 20.LV .26 27.29.30.32 33 ER FLA

4000 bp
3000 bp

Figura 2. Electroforesis de PCR del gen FLOT (parte superior) y FLO5 (parte inferior) con temperatura
de alineamiento de 50°C. Los nimeros corresponden a la denominacion de las cepas (GF).
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4000 bp
3000 bp
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e

Figura 3. Electroforesis de PCR del gen FLO9 con temperatura de alineamiento de 52°C.
Los nimeros corresponden a la denominacion de las cepas (GF).

10 13 16 18 20 LV 26 27 29 30 32 33 ER FLA

800 bp
700 bp

Figura 4. Electroforesis de PCR del gen FLOT1 con temperatura de alineamiento de 54°C.
Los nimeros corresponden a la denominacion de las cepas (GF).

las demas, ya que tiene la capacidad de asimilar la me-
lecitosa, un trisacarido. S6lo hubo una cepa, GF27,
aislada de cerveza negra artesanal que no presentd
ningun gen FL.O. La cepa FLA, usada industrialmente
en produccién de etanol, sélo presentd el gen FLLOS.

DISCUSION

La obtencién de cepas nativas de . cerevisiae se puede
realizar a partir de diversas fuentes, con el fin obte-
ner cepas que presenten mejores atributos y aporten
caracteristicas deseables pata la industria.®** As{ mis-
mo, esta levadura es relacionada a2 menudo con el
deterioro de ciertos productos y, en general, se ca-
racteriza por su éptimo crecimiento en medios que

contengan alta cantidad de azucares.*® Por esto, se
seleccionaron fuentes naturales e industriales para ob-
tener cepas nativas de S. cerevisiae.

Las 38 cepas de levadura obtenidas inicialmente en
este estudio fueron sometidas a un filtro preliminar con
el fin de descartar cepas fermentadoras de xilosa. Dicha
seleccion se baso en el hecho de que S. cerevisiae es inca-
paz de usar la xilosa como fuente de carbono,” exhibien-
do un crecimiento disgénico en presencia de ésta, pues
catece de la enzimas necesatias para metabolizatla.'*

Para la caracterizaciéon bioquimica de las cepas ele-
gidas por el filtro de xilosa, se utilizé el kit API 20 C
Aux. Este kit, basado en pruebas de asimilacién de
carbohidratos, es frecuentemente utilizado en la iden-
tificacién de levaduras por su ficil manipulacién, ra-
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Tabla 3. Porcentaje de identificacion
de genes FLO en las cepas estudiadas.

GF9 4 1 = F

Fermento de pina GF10 + - - -

GF13 A + - o
Uva Isabella GF16 + + - +
GF18 - 4= - +

Uva Red Glove
GF20 + + = +
Levapan® LV 2 + . 3
GF26 ar + - 4L

Cerveza negra
GF27 - - - -
GF29 T + - 4L
GF30 + + o -

Cerveza mestiza

GF32 + + = -
GF33 - o - +
Cepa industrial FLA - o = -
Ethanol Red® ER - + . +

Porcentaje total de genes FLO 66,6% 86,6% 0% 60%

pidez en los resultados y bajo costo, comparado con
otros métodos como los moleculares o los basados en
sustratos cromogénicos.” Cuando el kit es usado jun-
to con la determinacién de morfologia microscopica,
los resultados arrojados tienen una exactitud de 95-
98% y a menudo este kit ha sido considerado como
la prueba estandar contra la cual se comparan otras
metodologfas.” En este estudio se evaluaron tres ce-
pas de S. cerevisiae (Levapan, S288C y Ethanol RED)
por medio del kit, y se obtuvieron porcentajes entre
97,9% a 99,9% de identidad de S. cerevisiae, lo que in-
dica que el kit API 20 C Aux es un método adecuado
para la identificacién de cepas de levadura.

Posterior a la extraccién y purificacién del ADN
de las cepas de S. cerevisiae, se procedié a la amplifica-
ci6én por PCR de los genes FLLO. La floculacién de S.
cerevisiae esta sometida al control genético de la familia
de genes FLO, especialmente del gen FL.O7, que ha
sido el més estudiado de este grupo.*** Este gen do-
minante esta situado en el brazo derecho del cromoso-
ma I. El marco abierto de lectura de 4,6 kb de FI.O7
codifica una proteina estructural de 1537 aminoacidos

(Flol1p) rica en Setina y Treonina."”"®?4! Cuando di-
cha proteina esta incorporada en la pared celular, su
parte N-terminal tiene la capacidad de unirse selecti-
vamente a azicares de manosa presentes en la pared
celular de otras levaduras.'*!

En este estudio, el tamafio de los productos de
PCR obtenidos de la amplificacion del gen FILLOT y
FLO5 no coincide con el tamafio esperado de 4614
pb y 3228 pb respectivamente, y estd entre 3000 y
4000 pb para FLLO7, y cerca de 2000 pb para FLOS5.
La parte central del gen FL.LO7, asi como la del gen
FLO5, se caracteriza por la presencia de regiones con
secuencias altamente repetidas. Estas repeticiones pa-
recen ser altamente inestables por la alta frecuencia
de recombinacién que presentan,”** lo que genera la
ganancia o pérdida de unidades repetitivas en tandem,
llevando al aumento o la disminucién en el tamano del
gen y a la modificacion del grado de floculacion. '
En poblaciones naturales, el gen FLOT presenta esta
gran variabilidad en su secuencia y esto sugiere que
este gen evoluciona continua y rapidamente en la
naturaleza.®® FI.O7 también se encuentra relaciona-
do con cepas industriales de . cerevisiae usadas en la
produccion de cerveza.® En la Figura 2, se observa
que los genes FLLOT y FLLO5 se encontraron en cepas
aisladas de productos fermentados naturalmente, uvas
y cervezas artesanales; todas estas cepas afectadas por
condiciones estresantes en su ambiente. Se sabe que
el cambio en el numero de repeticiones resulta en la
sensibilidad a condiciones de estrés, y a su vez genera
nuevos fenotipos de floculacion.®

Estudios previos® hacen presumir que las cepas
industriales se encuentran sometidas a condiciones
mas estables y controladas que las cepas naturales, y
esto hace que la variabilidad genética dentro de las re-
peticiones en tindem de los genes FLLO sea menor.
En la Figura 2, se puede observar que las bandas del
gen FL.O5 de la cepa de levadura panadera (Levapan)
y de la cepa industrial (FLA) son del tamafio esperado
(3228 pb), lo que concuerda con lo anterior.

La Figura 3 evidencia la ausencia del gen FLLOY
en todas las cepas. Zhao ¢t 2/ y Van Mulders et al?
reportaron que un mal disefio de los cebadores y de
las condiciones de una PCR puede generar fallas en la
amplificacién de los genes FLLO. En este estudio, las
condiciones de la PCR y el disefio de los cebadores
para la amplificacion del FLLO9 fueron exitosos, lo que
se comprueba con la presencia del gen FLLOY en la
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cepa BY4742 (Figura 3). Por otra parte, los mismos
autores explican que la no amplificacién de los genes
puede deberse a mutaciones en los sitios de unién a
los cebadores o a la ausencia del gen como tal.

Estudios previos que evaldan la presencia del gen
FILO9 en cepas industriales y nativas, discrepan am-
pliamente con respecto a los resultados obtenidos y
no llegan a una conclusién definida en cuanto a cual
es la distribucion del gen FI.O9 en levaduras.®** En
el presente trabajo, la frecuencia de aparicion del gen
FILOY en las cepas evaluadas tanto industriales como
nativas, fue de cero.

El gen FLOT71, referido también como MUCT,
codifica una proteina esencial en . cerevisiae para el
desarrollo pseudohifal, adhesion a superficies sélidas,
crecimiento invasivo y formacién de biopeliculas, mas
no para la floculacién®*" Esta proteina permite a
las células de levadura adaptarse a condiciones de es-
trés nutricional; en levaduras diploides, bajo deplecion
de nitrégeno, se da crecimiento pseudohifal, mientras
que en células haploides, bajo deplecion de glucosa, se
da crecimiento invasivo.!”

Las levaduras bajo condiciones naturales usual-
mente se organizan dentro de comunidades multicelu-
lares que exhiben caracteristicas especificas las cuales
no emergen bajo condiciones de laboratorio. Ejem-
plos de esto pueden ser biopeliculas complejas que
sc adhieren a diferentes supetficies naturales.*** La
expresion del gen FLO77, que ha sido ampliamente
estudiada, es controlada por diversos factores ambien-
tales® y esto lleva a pensar que este gen estia amplia-
mente distribuido en cepas nativas de S. cerevisiae que
afrontan constantemente una gran cantidad de condi-
ciones ambientales cambiantes.

En la Figura 4, se observa que el gen FLOT77 se en-
cuentra presente en cepas aisladas de fuentes natura-
les, exceptuando la cepa GIF29, que fue aislada de una
cerveza artesanal. Esta cepa, segun la identificacion
taxonomica realizada con el kit API 20 C Aux, es una
levadura S. cerevisiae tipo 2, es decir tiene la capacidad
de fermentar melecitosa. Algunos autores™****" han
reportado que la expresion de algunos de los genes
requeridos para la respuesta del crecimiento filamen-
toso, especificamente FLLO77, es co-regulada con la
expresion de genes requeridos para la utilizacion de
polisacaridos, almidén y pectina. Mas especificamente,
se presume que la cascada de sefializacién que regula
el crecimiento filamentoso también regula dos genes

que codifican enzimas que le permiten a las células de
levadura crecer en almidén como fuente de carbono
y depolimerizar la pectina. L.a expresion de estos ge-
nes esta regulada por la cascada MAP quinasa, sensi-
ble a nutrientes, y pot la via metabdlica AMP ciclico/
PKA en una manera similar a FI.O77. Por lo tanto,
la respuesta de crecimiento filamentoso en levaduras
parece estar co-regulada, al menos en cierta parte, con
el metabolismo de polisacaridos. Es posible entonces
presumir que la expresion del gen FLLOT7 presente en
la cepa GF29 (aislada de cerveza artesanal) esta impli-
cada en la capacidad de esta cepa de utilizar polisaca-
ridos complejos como la melecitosa.

Los resultados de esta investigacién proporcio-
nan informacién sobre los genes dominantes FLLO7,
FLO3, FLLO9 y FLLO77 en cepas nativas e industria-
les de S. cerevisiae. Estudios de este tipo son de gran
importancia, ya que al estar la familia de genes FL.O
transcripcionalmente silenciada en algunas cepas de
S. cerevisiae, hacer estudios a nivel fenotipico sin saber
la presencia de estos genes es infructuoso. Igualmen-
te, la presencia de dichos genes en cepas industriales,
puede suministrar un aporte valioso si se desea inducir
floculaciéon durante el proceso fermentativo.
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