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RESUMEN

Se validé el andlisis por PCR-RFLP de la region ITS-5.8S del ADNr con las endonucleasas de restriccién Hhal, Haelll e Hindl como un método de iden-
tificacion de levaduras, tomando como referencia los perfiles obtenidos en una investigacion previa, cuya identidad se confirmé por la secuenciacion
del dominio D1/D2 de la subunidad grande (26S) ribosomal, asi como los datos reportados por diferentes autores. La validaciéon se hizo con base
en un andlisis de la varianza de la longitud de los fragmentos de digestién generados con cada una de las enzimas de restriccion empleadas. Los
resultados obtenidos confirmaron que con el 95% de confianza las diferencias en la longitud de las bandas no presentan diferencias estadisticamente
significativas, por lo que esta estrategia puede ser utilizada para la identificacion de levaduras como se hizo en los aislados a partir de “taberna” en
el estado de Chiapas, México.

Palabras clave. PCR-RFLP, Saccharomyces cerevisiae, Taberna.
ABSTRACT

Analysis by PCR-RFLP of the ITS-5.8S rDNA region with the restriction endonucleases Hhal, Haelll and Hindlll as a method of identification of yeasts
was validated with reference in profiles obtained in a previous investigation, whose identity was confirmed by sequencing the D1/D2 domain of the
large subunit (26S) ribosomal as well as the data reported by different authors. The validation was carried out based on an analysis of variance of the
length of digestion fragments generated with each of the restriction enzymes employed. The results confirmed that with 95% confidence the difference
in the length of the bands show no statistically significant difference, so this strategy can be used for identification of yeasts as was done in the isolated
from “taberna” in the state of Chiapas, México.
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INTRODUCCION Entre los productos fermentados, las levaduras juegan

un papel primordial debido a que estos microorganismos

os productos fermentados han sido generados de

manera tradicional desde la antigiiedad por la ma-
yoria de los pueblos, y cada cultura se ha abocado en la
elaboracion de algun producto que le ha dado identidad.
Por citar algunos ejemplos, si se habla de Japdn el sake
se puede usar como referencia; en Espafia, los vinos y
sus productos carnicos (Fernandez-Espinar et al., 2006);
Ttalia se distingue también por sus embutidos, al igual que
Argentina; México produce tradicionalmente pulque y
diversas bebidas destiladas de agave, siendo el tequila el
mas importante econdémicamente, seguido por el mezcal
y se producen ademas, otras bebidas fermentadas en dife-
rentes regiones del pais (Escalante ez al., 2008).

se han utilizado durante siglos por la humanidad (Jesper-
sen, 2011). Las levaduras tienen una amplia aplicacion
en la biotecnologia tradicional y moderna, desde la
Antigiiedad se han reconocido como protagonistas en
la produccion de alimentos y bebidas por fermentacion,
y actualmente son usadas como fuente de obtencién de
vitaminas del complejo B, pigmentos, cofactores, protei-
nas de organismos celulares, biomasa y otros productos
con valor afiadido (Orbera Raton, 2004).

El papel primario de las levaduras en la manufac-
tura de productos fermentados es catalizar la rapida,
completa y eficiente conversion de los aztcares y otros
compuestos de la materia prima; como sustrato para su
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crecimiento, transformandolos en etanol, dioxido de
carbono, alcoholes superiores y sus esteres, entre otros
compuestos metabolicos que en conjunto determinan las
caracteristicas organolépticas del producto final (Capello
et al., 2004; Escalante et al., 2008).

Por la gran diversidad de levaduras encontradas se
necesita de técnicas moleculares rapidas y confiables para
diferenciar y en su caso identificar las cepas, un ejemplo
es el analisis de las regiones ITS-5.8S por el método de
PCR-RFLP para la identificacion y de ser posible, la ca-
racterizacion de cepas; como lo han realizado una serie
de investigadores, que han trabajado tanto con bebidas
alcohodlicas como con otros productos en los que estan
involucrados diferentes levaduras (Guillamoén et al.,
1998; Esteve-Zarsozo et al., 1999; Nguyen et al., 2000;
Casaregola et al., 2001; Caggia et al., 2001; Beltran ez al.,
2002; Sabaté et al., 2002; Escalante-Minakata et al., 2008;
Verdugo-Valdez et al., 2011).

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento

Las levaduras se obtuvieron a partir de productos fer-
mentados tradicionales, tales como el mezcal producido
en San Luis Potosi y “taberna”, bebida fermentada
producida de manera artesanal en el estado de Chiapas,
a partir de la fermentacion de la savia de la palma de
coyol (Acrocomia aculeata Jacq. Lodd. ex Mart). Las
muestras de cada producto se sembraron después de
haberse realizado un conteo directo al microscopio con
una camara de Neubauer, para determinar la dilucion
en la que se obtuvieran aproximadamente 100 colonias
aisladas. De las diluciones anteriores se inocularon 100
pL por dispersidn con varilla acodada en cajas con agar
WL suplementado con 0.01% de cloranfenicol, y se in-
cubaron a 29° C desde 3 hasta 5 dias para el desarrollo
de las colonias.

Andlisis PCR-RFLP
Laslevaduras se recolectaron directamente por picadura
a partir de una colonia aislada y se suspendieron en el
tubo de reaccion de PCR del Kit Pure Taq Ready-To-Go
(GE Healtcare), que contiene una perla, que al disolverla
en 25 pLL de agua desionizada la concentracidn final de
los componentes es: 1 U/mL de PuRe Taqg DNA poli-
merasa, 200 uM de cada dNTP, 10 mM de Tris-HCI, 50

mM de KCly 1.5 mM de MgCl,. Para la amplificacion
de la region ITS-5.8S del rDNA, se utilizaron los ceba-
dores ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG-3%)
e ITS4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’).
Las condiciones de la reaccion fueron las descritas por
Esteve-Zarzoso et al. (1999): Desnaturalizaciéon a 95°
C durante 25 minutos; 35 ciclos de 94° C durante un
minuto, 55° C por dos minutos, 72° C por dos minutos
y una extension final a 72° C durante 10 minutos, en
un termociclador Veriti 96 well (Applied Biosystem). La
digestion enzimatica se llevo a cabo usando las enzimas
de restriccion Hhal, Haelll e HindI (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA). Los fragmentos de restriccion fueron
analizados por electroforesis en gel de agarosa al 3.0%
(w/v) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), mezclando
3 uL de material amplificado con 1 uL de buffer de
carga 6X (Anexo 1). El perfil de migracion se alcanzé
a 100 V por 1 hora. Los geles se tifieron con bromuro
de etidio (10 mg/mL), se visualizaron bajo luz UV con
un transiluminador GelDoc (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) y se analizaron por comparacién con las bandas
proporcionadas por el marcador de peso molecular
TrackIt 100 pb DNA Ladder (Invitrogen) usando el
software QuantityOne (Biorad).

Andlisis estadistico
Las bandas obtenidas por la digestion de cada enzima
utilizada se sometieron a un analisis de Varianza de
una sola via con el 95% de confianza con el programa
Statgraphics Plus.

ResuLTADOS

Tomando como modelo para este trabajo a Saccha-
romyces cerevisiae; 1os perfiles obtenidos de las muestras
tomadas del mezcal y de algunos registros de otros
autores (cuadro 1) se usaron como referencia para la
identificacion de las colonias aisladas de la taberna. La
identidad de las cepas de referencia se confirmo por se-
cuenciacion de la region D1/D2 del gen 26S del rDNA.
El cuadro 2 contiene los fragmentos de nucle6tidos
obtenidos de la regién amplificada por PCR y digerida
con las endonucleasas de restriccion Hhal, Haelll e
HinfT de las colonias aisladas de la taberna producida
en el estado de Chiapas. La figura 1 presenta el perfil
de bandas obtenido para S. cerevisiae.
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Longitud de los fragmentos de restriccion (pb) ‘

Haelll

Num. de ‘
acceso
GenBank

Levaduras
identificadas

Saccharomyces cerevisiae| JF715188 373-347-138 321-241-180-133 374-127 Verdugo-Valdez etal., 2011

Saccharomyces cerevisiae 1942T 385-365-130 320-230-180-150 365-145 Esteve-Zarzoso et al., 1999

Saccharomyces cerevisiae| AY048154 380-360-160 290-220-165-130 395-145 Coton et al.. 2006

CUADRO 1 Longitud en pares de bases de la region ITS-5.8S de Saccharomyces cerevisiae amplificada por PCR y de los fragmentos
obtenidos después de la digestion con las endonucleasas de restriccion Hhal, Haelll e Hinfl.

Longitud de los fragmentos de restriccion (pb)
Perfil Identificacion
Haelll
A 370-360-140 320-230-180-140 380,140 Saccharomyces cerevisiae
B 360-330140 310-240-180-130 360-120 Saccharomyces cerevisiae
C 360-330-140 310-240-180-140 360-120 Saccharomyces cerevisiae
D 365-330-140 320-240-180-130 370-120 Saccharomyces cerevisiae
E 365-350-140 330-235-180-130 370-130 Saccharomyces cerevisiae
F 375-350-130 330-240-180-140 370-135 Saccharomyces cerevisiae
G 385-360-140 330-240-180-140 385-125 Saccharomyces cerevisiae
H 385-355-145 325-240-180-130 380-130 Saccharomyces cerevisiae
I 360-340-140 330-235-180-130 370-130 Saccharomyces cerevisiae

Perfiles moleculares de la region ITS-5.8S amplificada por PCR y de los fragmentos obtenidos después de la digestion con
CUADRO 2 las endonucleasas de restriccion Hhal, Haelll e Hinfl e identificacion de Saccharomyces cerevisiae aisladas de “Taberna”
en el estado de Chiapas.
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Perfil de bandas obtenidas de la digestion de
la regién ITS-5.8S del ADNr con las enzimas
de restriccion Hhal, Haelll e Hinfl Abreviatu-
ras: M; marcador de peso molecular de 100
pb; S.c, S. cerevisiae.

FIGURA 1

Después de hacer un ANOVA de una sola via se
confirmé que con un 95% de confianza, no hubo dife-
rencia estadisticamente significativa entre los valores de
la longitud en pares de bases de los fragmentos obtenidos
después de la digestion con cada una de las endonuclea-
sas de restriccion empleadas para la identificacion de
las levaduras aisladas, como se muestra en el cuadro 3.

‘ Enzima de restriccién
Hha1(1,2,3)* | 0.0536,0.179, 0.3803

[Haelll (1,2,3,4)* | 0.1160, 0.0791, 0.0816, 0.6488
Hinfl (1,2)* | 0.3809, 0.0585 |

p-Valores

Resultados de los p-Valores de la prueba F, des-
pués del andlisis de varianza de una sola via
con el 95% de confianza. 0* son los valores de
cada banda generada por las endonucleasas
de restriccion usadas para digerir el fragmento
de amplificacion de la region ITS-5.8S del ADNr.

CUADRO 3

DiscusioN

Los analisis de restriccion de regiones ribosomales han
sido usados para identificar especies de levaduras, espe-
cialmente aquellas que pertenecen al complejo Saccha-
romyces “sensu stricto.” Tal es el caso de la regiéon NTS,
el gen 18S con su region vecina NTS o ITS, el gen 18S
y diferentes dominios del gen 26S (Fernandez-Espinar
et al., 2006).

Los genes ribosomales (5.8S, 18S y 26S) estan agru-
pados en tandem formando una unidad de transcripcién
que se repite en el genoma entre 100 y 200 veces. En
cada unidad de transcripcion existen otras dos regiones,
los espaciadores internos de transcripcién (ITS) y los
espaciadores externos de transcripcion (ETS); estas son
regiones que se transcriben pero que no se procesan. A
su vez, las unidades codificantes estan separadas por los
espaciadores intergénicos, también llamados NTS.

Los genes ribosomales 5.8S, 18S y 26S, asi como
los ITS y NTS, representan herramientas poderosas
para identificar especies de levaduras y para establecer
relaciones filogenéticas (Ferndndez-Espinar et al., 2006).
La regién 5.8S-ITS ha sido ampliamente utilizada en
estudios de identificacidon y caracterizacion de especies.
Los patrones de restriccion de esta region se han obtenido
por la digestion con las enzimas Cfol (y recientemente
su equivalente Hhal), Haelll e Hinfl (Esteve-Zarzoso et
al., 1999; Coton et al., 2006; Gonzalez et al., 2006; Pan-
do Bedrifiana et al., 2010; Bautista-Gallego er al., 2011;
Verdugo-Valdez et al., 2011). Sin embargo han reportado
también que la identificacion se confirma por otra herra-
mienta molecular, generalmente una secuenciacion. En
este trabajo, se hizo una comparacion entre perfiles cuya
identidad fue confirmada por secuenciaciéon y perfiles
obtenidos de muestras de “taberna”, encontrandose que
con un analisis de varianza al 95% de confianza, no hay
diferencia estadisticamente significativa entre la longitud
en pares de bases de los fragmentos de digestion obteni-
dos, por lo que esta técnica puede usarse por si sola como
una herramienta de identificacion para el caso de perfiles
de bandas que coincidan con el perfil de S. cerevisiae.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, se
propone que es posible el empleo del andlisis de PCR-
RFLP como una herramienta de identificacién de S.
cerevisiae con la perspectiva de ampliar su uso para otras
especies y contar asi con una herramienta de identifica-
cion confiable y rapida.
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