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Taxonomia tradicional y molecular d
especies y cepas de levaduras

Alma Gabriela Verdugo-Valdez, Alma Rosa Gonzalez-Esquinca*

RESUMEN

El presente trabajo resume los métodos que se han utili-
zado para la realizacion de estudios, aplicados a las leva-
duras, con el fin de reconocer las semejanzas y diferencias
que nos permitan clasificarlos como organismos pertene-
cientes a diferentes grupos taxondmicos; aun compartien-
do un mismo habitat. Considerandose para esto, tanto los
métodos tradicionales como los moleculares, de los cuales
es posible tener datos mas precisos sobre la identidad de
las levaduras.

Palabras clave: levadura, taxonomia tradicional, taxono-
mia molecular.

ABSTRACT

The present work summarizes the methods that have been
used for the accomplishment of studies, applied to yeasts,
with the purpose of recognizing the similarities and diffe-
rences that allow us to recognize them like organisms per-
taining to different taxonomic groups; still sharing a same
habitat. Considering itself for this, as much the traditional
methods as molecular ones, of which it is possible to have
more precise data on the identity of yeasts.

Key words: yeast, traditional taxonomy, molecular taxo-
nomy.
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INTRODUCCION
na especie es la categoria basica de la cla-
sificacion bioldgica, y en los eucariotas el
término esta enfocado a la biologia de la
reproducciodn; por otro lado, una cepa es un aislado
o grupo de aislados que pueden ser distinguidos de
otros del mismo género y especie por caracteristicas
fenotipicas o genotipicas, o ambas (Dijkshoorn et al.
2000). Para identificar y clasificar a las especies y ce-
pas ha sido necesario el empleo de las bases taxono-
micas, inicialmente, de forma tradicional y mas re-
cientemente, apoyadas en los métodos basados en la

biologia molecular.

1.- Taxonomia tradicional: basa la identificacion
de las levaduras en criterios fenotipicos, sin embar-
g0, comunmente es necesario que se realice una gran
cantidad de pruebas y repeticiones de éstas para lo-
grar obtener resultados confiables. Entre las caracte-
risticas que se valoran en este tipo de estudios estan:
utilizacién de distintos compuestos, habilidad para
fermentar y/o asimilar diversas fuentes de carbo-
no, morfologia colonial y de las células vegetativas,
formacion de esporas, tipo de reproduccién, crio-
tolerania, termosensibilidad, capacidad para crecer
en nitrito o nitrato como unica fuente de nitrégeno
(Spencer y Spencer, 1997). Por otra parte, la compa-
racion molecular ha mostrado que muchos resulta-
dos obtenidos con base en el fenotipo son incorrectos,
como lo mencionan Kurtzman y Fell en The Yeasts
Handbook (2006).
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2.- Taxonomia molecular: esta disciplina sienta
sus bases en el estudio de las caracteristicas genomi-
cas de los individuos, analiza las secuencias del ARN
o del ADN vy utiliza los resultados de dicho analisis
para identificar y ubicar a los organismos en los taxa
correspondientes. Se puede considerar que inicid con
la determinacién de la proporcion de G/C del ADN
nuclear. Estos analisis demostraron que las levaduras
ascomicetos tienen de 28 a 50 % G+C, mientras que
las levaduras basidiomicetos tienen un rango de 50 a
70 %. Segan Price et al. (1978) y Kurtzman y Phaff
(1987) en The Yeasts Handbook (2006), las cepas que
difieren por 1-2 % son reconocidas como especies
separadas. La necesidad de una valoracién cuantita-
tiva de similitud genética entre cepas y especies fue
satisfecha, en parte, por la técnica de reasociacion o
hibridacion de ADN nuclear, que han tenido un mar-
cado impacto sobre el reconocimiento de especies de
levadura, pero consume tiempo y el grado de resolu-
cién genética no va mas alla de especies cercanamente
relacionadas. Otras técnicas que también se utilizan
para estudios taxondmicos son: secuenciacion de ge-
nes, que ofrece rapidez y su resolucion no esta limitada
a taxa muy relacionados (Kurtzman y Robnett 1998,
Fell ez al. 2000) ; también se utilizan las sondas y los ce-
badores, el analisis del ADN polimorfico amplificado
aleatoriamente (RAPD), el analisis del polimorfismo
de la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP),
el analisis del polimorfismo de la longitud de los frag-
mentos de restriccion (RFLP), y el cariotipo obtenido
por la separacion de los cromosomas en una electro-
foresis en gel en campo pulsado (PFGE) (Spencer y
Spencer, 1997; Kurtzman y Robnett, 1998; Kurtzman
y Fell, 2006) . Los cebadores especie-especificos son
efectivos cuando son usados para identificacion ba-
sada en PCR que involucre a un numero pequefio de
especies o cuando una especie en particular es el sujeto
de estudio. Los RAPDs de microsatélites y las huellas
genéticas de AFLP han sido usados de forma efectiva
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en algunos laboratorios. Una preocupacién en el uso
de estos ultimos dos métodos es su reproducibilidad
entre laboratorios, debido a que pequefias diferencias
en las condiciones de la PCR pueden impactar los pa-
trones especie-especificos que sirven como referencia.
El cariotipo con electroforesis en campo pulsado y
RAPD del ADN mitocondrial pueden servir en una
etapa inicial de la caracterizacion e identificacion de
especies de levaduras, sin embargo, la interpretacion
de los patrones de bandas de cromosomas y de frag-
mentos de restriccibn mitocondrial para propoésitos
taxonomicos es complicada por el alto grado de po-
limorfismo, como son los rearreglos cromosomicos,
dentro de algunos taxa (Kurtzman y Fell, 2006).

Acerca de especie, es importante hacer mencion
que existen diferentes conceptos, dependiendo del
enfoque de cada autor; sin embargo, son dos concep-
tos los que consideramos que se deben de retomar en
este caso: el concepto de especie biologica, sobre el
que Groombridge (1992) escribié que esta asociado
con los trabajos de Dobzhansky, Huxley y Mayr. De
acuerdo con Mayr; una especie es un grupo de po-
blaciones naturales que tienen aislamiento reproduc-
tivo con respecto a otros grupos. El autor argumenta
que la idea basica de una especie bioldgica es que un
“pool” de genes disponibles para recombinacion a
través de reproduccion sexual, pero que estan prote-
gidas por una variedad de mecanismos de reconoci-
miento y aislamiento. Entonces, la especie biologica
a la que pertenece un individuo dado es determinada
por los limites de las poblaciones con las cuales éstos
se reproducen o tienen potencial para hacerlo. El otro
concepto es el de especie filogenética, sobre el que
Groombridge (1992) también escribe que de acuerdo
con Nixon y Wheeler (1990) una especie se define
como la agregacion mas pequefia de poblaciones (re-
produccién sexual) o linajes (reproduccion asexual)
diagnosticable por una tnica combinacion de carac-
teres presentes en individuos comparables.




3.- Perspectivas del analisis filogenético de
levaduras basado en datos moleculares: Los mé-
todos moleculares para la identificacion de leva-
duras sirven para realizar analisis filogenéticos, de
hecho, muchas relaciones filogenéticas entre estos
organismos han sido resueltas a partir del estudio
de secuencias de genes (Fell, 1995; Fell ez al. 2000;
Kurtzman y Robnett, 1998). Muchos de los anali-
sis utilizan secuencias de ADN ribosomal (ADNTr),
pero generalmente no hay diferencias en la topolo-
gia de los arboles si los analisis son a partir de estas
secuencias 0 a partir de otros genes (Kurtzman y
Fell, 2006). Los mismos autores comentan que aun-
que los arboles filogenéticos derivados de varios ge-
nes son generalmente congruentes, su soporte para
el linaje basal es débil; debido a esto, el orden de
las ramas es incierto, dando como resultado ambi-
gliiedad acerca de los miembros que constituyen a
un género, una familia o un orden, y se apoyan en
la declaracion de Hawksworth et al. (1995) quienes
indican que “no hay un criterio universal aplicable
a la distincion de géneros, pero en general el énfasis
para esto es sobre las discrepancias en los caracte-
res fundamentales”; considerando a estos caracteres
como la secuencia de genes, es deseable entonces

que los analisis moleculares se realicen sobre mul-
tigenes y no sobre un solo gen, un ejemplo que ci-
tan Kurtzman y Fell en The Yeasts handbook, es el
realizado por Kurtzman y Robnett (2003) quienes
examinaron la relacion entre las aproximadamente
80 especies del complejo Saccharomyces a partir de
multiples genes, combinando el analisis de los ge-
nes 18S, 26S, 5.8S/1ITS y los genes de ADNTr de la
subunidad pequefia mitocondrial con los genes para
el factor de elongacion 1-a y citocromo oxidasa II,
obteniendo como resultado un soporte mas fuerte
para la resolucién de linajes.

CONCLUSIONES

Los estudios reportados en esta fuente bibliografica
se refieren en su mayoria a los géneros Saccharomyces
y Candida, pero es claro que hay necesidad de reali-
zar analisis filogenéticos a otros géneros, lo cual sera
posible con la aplicacion de los métodos moleculares
disponibles para estudiar las secuencias de genes y
la divergencia entre ellas; por otra parte considera-
mos importante la necesidad de la identificacion de
especies desconocidas, para lo cual sera muy util el
apoyo de los métodos que no dependen del cultivo
en placa.

LACANDORDE 41




BIBLIOGRAFiA

DIJKSHOORN V. L., B. M. URSING Y J. B. URSING.
(2000). “Strain, clone and species: comments on three basic
concepts of bacteriology.” J. Med. Microbiol. 49: 397-401.

FELL, J. W. (1995). “rDNA targeted oligonucleotide pri-
mer for the identification of pathogenic yeasts in a polyme-
rase Cain reaction.” J. of ind. Microbiol. 14:475-477.

FELL, J. W. y T. BOEKHOUT (2000). “Biodiversity and
systematics of basidiomycetous yeasts as determined by
large-subunit rDNA D1/D2 domain sequence analysis.”
Int. J. of System. and Evol. Microbiol. 50: 1351-1371.

GROOMBRIDGE, B. (1992). “Global Biodiversity”.
Chapmann and Hall (Eds.).

HAWKSWORTH et al. (1995). Citado por KURTZMAN
C.P.YFELLJ. W. enRosa C. y Péter G. (Eds.). The Yeasts
Handbook. (2006). Vol. I. Cap. 2. Biodiversity and Ecophy-
siology of Yeasts. Springer. Alemania.

KURTZMAN Y PHAFF (1987) En The Yeasts Handbo-
ok. Vol. I. Yeast Systematics and Phylogeny Inplications of
Molecular Identification Methods for Studies in Ecology.
Rosa C. y Péter G. (Eds.). Springer.

KURTZMAN, C. P. AND C. J. Robnett (1998). “Identifi-
cation and phylogeny of ascomycetous yeasts from analysis
of nuclear large subunit (26S) ribosomal DNA partial se-
quences.” Antonie van Leeuwenhoek 73: 331-371.

KURTZMAN C. P. Y J. W. FELL. (2006). En The Yeasts
Handbook. Vol. I. Yeast Systematics and Phylogeny Inpli-
cations of Molecular Identification Methods for Studies in
Ecology. Rosa C. y Péter G. (Eds.). Springer.

PRICE et al. (1978) Citado por KURTZMAN C. P. Y
FELL J. W. en Rosa C. y Péter G. (Eds.). The Yeasts Hand-
book. (2006). Vol. I. Cap. 2. Biodiversity and Ecophysiolo-
gy of Yeasts. Springer. Alemania.

SPENCER, J. F. T. Y SPENCER, D. M. (1997). En Spen-
cer, J. F. T. y Spencer, D. M. (Eds.). Yeasts in Natural and
Artificial Habitats. Springer. New York.

14 LACANDom




— = m—— S -

Mlavy " .
SONS7 A e I T
\ irny ol . -

A bbb d ol ) TV

AN
HSAYOSE

<« &
N -~ AT

(El tamafio importa? éxito de apareamiento en los
machos territoriales de la abeja solitaria Perdita pipiyolin

(Hymenoptera: Andrenidae)

RESUMEN

Se analiza el efecto del tamafio individual y del territorio, en
abejas solitarias de la especie Perdita pipiolyn. Los resultados
de este estudio muestran que los individuos que ocupan
territorios de mayor tamafio tienen mayores posibilidades
de reproducirse, en comparacion con los que ocupan terri-
torios mas pequefos. Ademas, los datos sugieren que no es
relevante el tamafio corporal de los individuos que defienden
territorios de mayor calidad (medidos por el tamafio de la
flor), sino el orden de llegada a los territorios.

Palabras clave: Comportamiento territorial, Seleccién
sexual, Tamafio corporal, Hymenoptera, Andrenidae.

ABSTRACT
Individual body size and territory size were analyzed on a
solitary bee species (Perdita pipiolyn). The results show that
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males on bigger flowers have higher reproductive success
than males on small flowers. Body size is less important trait
to defend higher quality territories (estimated by flower size)
than arrival order to territory.

Key words: Body size, Sexual selection, Territoriality,
Hymenoptera, Andrenidae.

INTRODUCCION

arwin (1871) propuso que si un género se-

xual se presentaba menos abundante en la

poblacion, el resultado era un incremento en
la competencia entre los miembros del sexo mas abun-
dante (generalmente el masculino) por tener acceso a
una pareja del sexo menos abundante (generalmente el
femenino). También Darwin fue el primero en discutir,
en un contexto evolutivo, los sistemas de apareamien-
to. El término “sistema de apareamiento” de una
poblacion, se refiere a las estrategias conductuales que
cada individuo emplea para conseguir pareja (Emlen
y Oring, 1977). Esto abarca: (1) el nimero de parejas
adquiridas, (2) la manera como se adquiere pareja,
(3) la presencia y caracteristicas de cada miembro de
la pareja, y (4) los patrones de cuidado parental que
proporciona cada sexo a su descendencia. Por lo tanto,
un sistema de apareamiento depende de qué sexo es
menos abundante, y de la manera o el grado en que
el sexo mas abundante controla los recursos basicos y
monopoliza parejas (Emlen y Oring, 1977).
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Grafica de la comparacion del tamafio corporal (promedio + error estandar), entre los machos territoriales de

las flores grandes y chicas. Prueba de t = 0.866, grados de libertad (GL) = 22, (P = 0.395).

En este contexto, el éxito reproductivo de las hem-
bras esta limitado por el acceso a los recursos mas que
por el acceso a los machos, mientras que el éxito repro-
ductivo de los machos esta limitado por el acceso a las
hembras (Bateman, 1948; Trivers, 1972). La poliginia
por defensa de recursos es un sistema de apareamien-
to en el que los machos controlan indirectamente el
acceso a las hembras, mediante el control del acceso a
los recursos que son indispensables para ellas (Davies,
1991); y donde los machos, con mayor habilidad para
defender las areas que contienen mejores recursos,
pueden obtener muchas parejas. Lo anterior explica
porque los machos de algunas especies desarrollan una
conducta territorial para incrementar la frecuencia de
apareamientos, como sucede en mariposas (Davies,
1978; Cordero y Soberdn, 1990), peces (Itzcowitz,
1979), aves (Krebs, 1971) y mamiferos (Clutton-Brock
etal., 1988); por lo que en estos sistemas la competen-
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cia directa entre machos es por los territorios de mayor
“calidad”, mas que por las hembras per se.

Perdita pipiyolin es una especie de abeja solitaria,
donde los machos defienden territorios (flores de la
cactacea Opuntia excelsa), las hembras visitan las flores
para recolectar polen y copular (Rodriguez, 1997).
En observaciones previas se encontrd una relacion
entre el didametro del ovario de las flores de O. excelsa
(indicador directo del tamaifio e indirecto de la calidad
del territorio) y el numero de machos asociados. A
partir de lo anterior surgen las siguientes preguntas:
(1) ;Existen diferencias de tamafio entre los machos
que defienden territorios grandes y los machos que
defienden territorios chicos? (2) ;Existen diferencias en
el éxito de apareamiento entre los machos de territorios
grandes y los machos de territorios chicos? Por lo que
las predicciones derivadas para este trabajo son: (1) los
machos de territorios grandes son de mayor tamafio, en




600 1

400 - 1

200 1

Tiempo de copula (seg)

11

Grande

Chica

Tipo de flor

Figura2 m

comparacion con los machos de territorios chicos, lo
que les permite defender territorios de mayor calidad,
y (2) los machos de territorios grandes tienen mayor
éxito de apareamiento, estimado como la frecuencia
y duracién de las copulas, en comparacion con los
machos de territorios chicos.

MEeTtobo
El estudio se realizoé en la Estacion de Biologia
Chamela, del Instituto de Biologia, Universidad
Nacional Autonoma de México, a 19° 30’N y 105°
03’W, cerca del poblado de Chamela, en la costa de
Jalisco, México. El sitio es una reserva de 1600 ha, en
relieve de lomerios con pendientes de 21 a 34° (Bullock
1988). Los suelos son entisoles jovenes poco desarrolla-
dos en sustratos de riolitas y basaltos (Martinez-Yrizar
y Sarukhan 1993). El clima es calido y estacionalmente
seco. La precipitacion promedio anual aproximada
(707 mm) cae entre julio y octubre. La temperatura

Grafica de la comparacion del tiempo de duracion de las copulas (promedio + error estandar), entre los machos
territoriales de las flores grandes y chicas. Prueba de t = 5.004, grados de libertad (GL) = 22, (P > 0.001).

media anual es de 24.9°C (Bullock 1988). El tipo de
vegetacion predominante es el bosque tropical caduci-
folio de Rzedowski (1978), excepto por pequefias areas
de bosque tropical subcaducifolio a lo largo de arroyos
y en suelos mas profundos. Ademas, en la zona de
vegetacion costera existen manchones de matorrales
dominados por cactaceas del género Opuntia.

A partir de las hipotesis generadas, se disefid el
siguiente protocolo experimental en el que se selec-
cionaron 12 flores chicas, con didmetros de ovario
menores a 25 milimetros, y 12 flores grandes, con
diametros de ovario mayores a 27.5 milimetros, re-
partidas en diferentes plantas de cactus de la zona de
estudio. Se realizaron observaciones simultaneas sobre
pares de flores, una grande y una chica, que tuvieran
machos territoriales de P, pipiyolin, durante periodos
de 10 minutos, desde las 10:30 de la mafiana hasta
las 3 de la tarde. Se registr6 la frecuencia y duracion
(tiempo) de copulas para cada macho. Al finalizar el
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dia de actividad, se capturaron los machos territoriales
observados.

En el laboratorio se procedio a medir el tamafio
de los machos capturados en el campo. Se consider6
el largo del torax como un estimador del tamafio
corporal, utilizando un microscopio estereoscoOpico
con una regla graduada en el objetivo, a un aumento
de 2X. Finalmente, los datos de frecuencias se anali-
zaron mediante una prueba no paramétrica de G (log
likelihood ratio), mientras que los datos de tiempo y
tamafio se analizaron mediante una prueba paramé-
trica de comparacion de promedios pareados (“t” de
Student).

RESULTADOS
Se observo que los machos llegan a las flores en el
momento en que éstas comienzan a abrirse, aproxima-
damente a las 9:30 a. m. Desde este momento y hasta
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(grande o chica). Prueba de G (Log Likelihood ratio) = 26.000, GL = 8 (P = 0.001).

poco después de que las flores abren completamente,
los machos compiten agresivamente por los territorios,
aunque hay flores a las que so6lo llega un macho. Esta
competencia se caracteriza por combates entre los
machos que se agarran mutuamente con las mandi-
bulas, hasta que uno de los machos es excluido de la
flor. Después de excluir a otros machos, el residente
se dedica a copular con las hembras que llegan a su
territorio, en algunas ocasiones cuando ellas estan
colectando polen y néctar, en otras ocasiones cuando
se van del territorio. Sin embargo, también es frecuente
que otros machos intenten remover al residente de
su territorio o que se establezcan en la periferia de la
flor como machos satélites e intenten aparearse con
las hembras desocupadas (robarle copulas al macho
territorial).

Por otra parte, no se encontraron diferencias sig-
nificativas entre el tamafio corporal de los machos




que defendian flores grandes y chicas (Figura 1), es
decir que los machos grandes no estan asociados a los
territorios grandes como se predijo inicialmente. Sin
embargo, si se encontraron diferencias en el éxito de
apareamiento entre los machos de territorios grandes y
los machos de territorios chicos. Los machos de territo-
rios grandes presentan tiempos de copula mayores que
los machos en flores chicas (Figura 2); y también una
mayor frecuencia de copulas por unidad de tiempo, en
comparacion con los machos que defienden territorios
chicos (Figura 3).

Di1ScUSION Y CONCLUSIONES
Una de las razones para suponer que los machos
grandes se asocian a flores grandes es que el tamafio
corporal puede conferir ventajas al momento de
los combates entre machos, en el sentido de que un
macho de mayor tamafio puede ser mas habil para
defender un territorio mas grande que un macho
pequefio. Sin embargo, Davies (1978) encontr6é que
para la mariposa Pararge aegeria, independientemente
de las caracteristicas individuales (por ejemplo ta-
mafio o agresividad), ‘el residente siempre gana’, y
propuso dos explicaciones: (1) que la probabilidad de
encontrar un territorio desocupado sea grande y que
los combates prolongados sean muy costosos, por lo
que el intruso desiste en poco tiempo en su intento
por excluir al macho residente y (2) que el macho
residente haya dedicado mas tiempo a explorar el

territorio, por lo que estaria dispuesto a invertir mas
tiempo y energia en su defensa, en comparacion con
un macho intruso. En el caso de P, pipiyolin, la ma-
yoria de las veces se observo que el primer macho en
llegar a la flor era el que se convertia en el residente
del territorio, ademas de que hay flores que no son
ocupadas. Esto sugiere que la primera explicacion
podria ajustarse a este sistema, por lo que seria
interesante poner a prueba, en trabajos posteriores,
las hipotesis de que la probabilidad de encontrar te-
rritorios desocupados es alta y que los combates por
un territorio son muy costosos.

En cuanto al efecto del tamafio sobre el éxito de
apareamiento, los resultados demuestran que el éxito
de apareamiento es mayor para los machos que esta-
blecen territorios en las flores grandes, debido a que la
frecuencia de visitas, por parte de las hembras, es mas
alta que en las flores de menor tamafio (Observacion
personal). Desde el punto de vista de los machos, las
flores grandes pueden representar territorios de ma-
yor calidad. Sin embargo, con estos resultados no es
posible determinar si el tamafio del ovario es un buen
indicador de la cantidad o calidad del polen y néctar
que ofrece una flor.

Para complementar este trabajo seria conveniente
disenar otro experimento en el que se evalte el efecto
del tamafio del macho residente, el tamaifio del terri-
torio y la interaccion entre estos dos factores, sobre el
éxito de apareamiento.
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