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ARTICULO DE REVISION

Actualizacion en caracterizacion molecular de levaduras
de interés industrial

Update on molecular characterization for yeast of industrial interest

Jorge Alberto Vdsquez C *, Mauricio Ramirez Castrillon™", Zulma Isabel Monsalve F.”™"

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v18n2.61530

Resumen

Las levaduras, ademas de ser un modelo de la investigacion biomédica, tienen diversas aplicaciones en la industria alimen-
taria, en agricultura y la produccion de etanol combustible. Dado que la calidad y la cantidad del producto dependen de la
dindmica y la frecuencia de los microorganismos presentes en la fermentacion, el uso de herramientas de caracterizacion
molecular se ha incrementado y popularizado en las industrias que emplean levaduras. Estas técnicas se basan en la am-
plificacién o andlisis por enzimas de restriccion de una porcién del ADN genémico de levadura y se clasifican de acuerdo
a su capacidad de resolucion taxonémica para discriminar a nivel inter o intra-especifica. La primera parte de la revision
incluye pruebas interespecificas tales como, analisis de restriccion o RFLP para las regiones ITS2, ITS1-5.8, D1 / D2 de los
genes 26S ribosomal DNA. La segunda parte incluye, pruebas de uso comun para caracterizacién nivel de cepa, tales como:
la amplificacion aleatoria del ADN polimérfico (RAPD), andlisis cromosémico por electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE), analisis de restriccion del ADN mitocondrial (ADNmt- RFLP) analisis por mini / micro satélites y la huella genética de
ADN por amplificacion de regiones interdelta de los transposones Ty. Esta revision describe y discute los detalles técnicos
de los métodos mas utilizados para la caracterizacién molecular de las levaduras y algunos ejemplos de sus aplicaciones
en el contexto industrial.

Palabras clave: levaduras, caracterizaciéon molecular, identificacion intraespecifica especies, Saccharomyces cerevisiae.

Abstract

Yeasts, besides being a model of biomedical research, have various applications in the food industry, in agriculture and
the production of ethanol fuel. Since the quality and quantity of the product depend on the dynamics and frequency of
microorganisms present in the fermentation, the use of molecular characterization tools has been increased and popu-
larized in the industries that use yeast. These techniques are based on amplification or analysis by restriction enzyme
of a portion of yeast genomic DNA and are classified according their ability of taxonomic resolution to discriminate at
inter- or intra-specific level. The first part of this review includes interspecific tests such as, restriction analysis or RFLP for
the ITS2 regions, ITS1-5.8, D1 / D2 of ribosomal DNA 26S genes. The second part includes, tests commonly used for
characterization at strain level, such as random amplified DNA polymorphism (RAPD), Chromosome analysis by pulsed
gel field electrophoresis (PFGE), restriction analysis of mitochondrial DNA (ADNmt- RFLP), analysis of the mini / micro
satellites and DNA fingerprinting by amplifying interdelta regions of Ty transposons. This review describes and discuses
technical details of the most commonly used methods for molecular characterization of yeast and some examples of
their applications in the industrial context.
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Introduccién

En la actualidad, el impacto del uso de las levaduras en
la produccién de alimentos y bebidas va mucho mas
alla de la nocion popular del pan, la cerveza y la pro-
duccién de vino usando Saccharomyces cerevisiae. En
la industria de alimentos las levaduras se utilizan como
fuente de obtencion de vitaminas del complejo B, pig-
mentos, cofactores, extractos y produccion de biomasa,
entre otros. Algunas levaduras presentan un fuerte con-
trol antifingico que facilita su uso como controladores
del deterioro de alimentos. S. cerevisiae se ha venido
usando ampliamente como suplemento alimenticio en
vacunos, porcinos y aves, generando un incremento en
el peso y talla de los ejemplares suplementados (Bro-
adway et al, 2015). Entre sus aplicaciones, también se
encuentra la produccion de etanol para su uso como
combustible, la cual se considera una industria emer-
gente y quizas una de las de mayor proyeccion econé-
mica entre las que usan levaduras como catalizadores
de este bioproceso (Tesfaw et al,, 2014).

Para aprovechar de manera eficiente todas las propie-
dades de las levaduras a escala industrial se requiere
identificar tanto sus caracteristicas fisico-quimicas, asi
como la identidad taxonémica de la cepa. Actualmen-
te, las principales técnicas de identificacion de levadu-
ras estan basadas en métodos de biologia molecular,
aplican la PCR (Reaccion en cadena de la polimera-
sa) la cual las hace mas especificas, pueden ser extre-
madamente sensibles y los resultados se obtienen en
corto tiempo. Esto, permite considerarlos como una
alternativa a los métodos bioquimicos tradicionales,
ya que se analiza una porcién del genoma, el cual no
depende del estado fisiolégico de la levadura o del
medio del cultivo del cual se aisle, reduciendo la alea-
toriedad (Kopecka et al., 2013).

Dentro de las técnicas para identificacion molecular
se encuentran los andlisis de las regiones ribosomales
(5.8S, 18S y 26S), los espaciadores internos transcritos
ITS y las regiones externas (ETS), la PCR en tiempo real,
microchips, analisis de cromosomas por electroforesis
en campo pulsado, andlisis de restriccion del ADN mi-
tocondrial, los RAPD’s (Amplificacion aleatoria de ADN
polimérfico), PCR de regiones repetitivas del genoma
(microsatélites y minisatélites), la amplificacion de se-
cuencias 8 y los AFLP(amplificacién de fragmentos de
longitud polimérfica), (Baselga et al., 2015).

En este andlisis, se describe la pertinencia de cada una
de estas técnicas dependiendo del contexto y del nivel
de especificidad al cual se pretende llegar, lo que per-
mite establecer diferencias a nivel inter e intraespecifico
en la caracterizacion de levaduras con fines industriales.

Métodos para identificacién de especies
de levadura

La sistematica de un grupo taxonémico a cualquier ni-
vel, idealmente debe ser monofilético (es decir, prove-

nientes de un ancestro comun) y cualquier sistema de
identificacion se basa en el rastreo de la historia filoge-
nética y/o evolutiva. Esta historia es dificil de descubrir
usando caracteres morfolégicos, ya que ésta, al igual
que la fisiologia, evolucionan muchas veces en el tiem-
po de forma independiente en el mismo organismo.
Por otra parte, los tratamientos realizados durante una
clave taxondmica, en ocasiones, no permite distinguir
facilmente especies cercanas. En este sentido, la infe-
rencia evolutiva de una especie usando herramientas
moleculares permite soportar una mayor fidelidad de
técnicas basadas en ADN para el rastreo y posiciona-
mento filogenético de una especie de levadura (Kurtz-
man et al,, 2015).

Los genes ribosomales que codifican las subunidades
5.8S, 18S, y 26S estan dispuestos en tindem formando
unidades de transcripcion que se repiten en el genoma
de las levaduras entre 100 y 200 veces (figura 1). En
cada unidad de transcripcion existen otras dos regio-
nes, los espaciadores internos (ITS) y los externos (ETS),
que se transcriben pero son procesadas y no forman
parte de la molécula de rARN final. A su vez, las unida-
des codificantes estan separadas por los espaciadores
intergénicos IGS también llamados NTS. El gen 5.8S no
se incluye en la unidad de transcripcion previamente
descrita pero aparece adyacente en la misma unidad
de repeticion en tandem en el caso de las levaduras
(Alvares, 2011).

Entre ellas, dos regiones ribosomales son secuencia-
das en levaduras: El dominio D1/D2 de la Subunidad
Grande Ribosomal (LSU, proveniente de sus siglas en
inglés) para identificacion de levaduras ascomicetas
(Kurtzman & Robnett, 2014) y la regién que compren-
de los espaciadores transcritos internos y el gen ribo-
somal 5.8S (ITS1-5.8S rADN-ITS2) tanto para levaduras
ascomicetas como basidiomicetas. La regién ITS fue
propuesta como “Barcode” para hongos y es aceptado
para identificacion de levaduras (Schoch et al., 2012).

Actualmente, el sistema de identificacion de levaduras
a nivel de especie que ofrece mayor fiabilidad es la
secuenciacion de la region LSU (Kurtzman & Robnett,
1998; Kurtzman et al, 2015). Cuando se encuentra
una identidad igual o superior al 99% con secuen-
cias depositadas en bases de datos como Genbank o
Mycobank, una levadura es identificada a nivel taxo-
némico de especie (Belda et al, 2014; Kurtzman et
al, 2015).

Para llevar a cabo la secuenciacion del dominio se han
usando los cebadores: NL-1 (5'-GCA TAT CAA TAA
GCG GAG GAA AAG-3') y NL-4 (5'-GGT CCG TGT TTC
AAG ACG G-3’) (Kurtzman & Robnett, 1997; Kopsa-
helis et al, 2009; Clavijo & Calderon, 2011). La dis-
ponibilidad en la base de datos Genbank (NCBI) de
las secuencias de la mayoria de especies, descritas y
por describir, hacen que esta técnica sea muy Gtil para
asignar una levadura desconocida a una especie con-
creta. La comparacion con las bases de datos se lleva
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a cabo usando el algoritmo MEGABLAST contrastando
contra el material tipo de cada especie (Kurtzman et
al, 2015).

En algunos clados especificos, es posible asociar infe-
rencias evolutivas con potencial biotecnolégico a nivel
industrial. Por ejemplo, Kawata et al. (2007), utilizaron
los cebadores NL1, NL4, ITS5, ITS4, ITS3 e ITS2 para
dividir las levaduras industriales en clases (figura 1).
Como resultado, encontraron polimorfismos en dos
nucledtidos de la secuencia ITS2 y cuatro posiciones
nucleotidicas en ITS 1, entre un grupo de 30 cepas
de S. cerevisiae. Esto permitio la diferenciacion de ce-
pas de origen industrial en cuatro grupos: las cepas
japonesas (sake yeast y shochu yeast), una cepa de
panaderia, un grupo de cepas vinicolas y un cuarto
grupo de cepas wiskeras, cerveceras y de panaderia,
originarias también del Japén.

En algunos grupos taxonémicos la secuenciaciéon de
solo una regiéon de ADN no permite la separacion de
especies diferentes, por lo que estrategias de andlisis
multigénicas son adoptadas, incluyendo regiones ri-
bosomales y proteinas codificantes, tanto nucleares
como mitocondriales. Varios ejemplos son reporta-
dos en la literatura, para diferenciar especies dentro
de Candida, Kuraishia (Kurtzman & Robnett, 2014),
Nakazawaea (Kaewwichian & Limtong, 2014), Cysto-
basidium (Yurkov et al, 2015), Kazachstania (James et
al, 2015), entre otros géneros.

Métodos moleculares de caracterizacién
intraespecifica

Si bien algunas similitudes fenotipicas son indicativas
de que los aislados pertenecen a la misma especie,
las técnicas moleculares proporcionan mayor confiabi-
lidad en los resultados cuando se trata de caracterizar
al nivel de cepa. Por ejemplo, mediante técnicas mi-
crobiologicas clasicas es imposible diferenciar cepas
pertenecientes a la especie S. cerevisiae en el mosto
de fermentacion (Querol et al, 1993), sin embargo,
usando andlisis de secuencias de varias regiones mito-
condriales y nucleares es posible distinguir poblacio-
nes de diferentes cepas pertenencientes la especie S.
cerevisiae (Badotti et al., 2014; Wolters et al., 2015).

A pesar que los RFLP"s de la regién ITS1-5.8S-ITS2 se
utilizan para identificar levaduras, esta técnica se limi-
ta a un grupo reducido de levaduras asociadas a ali-
mentos (Osorio-Cadavid et al, 2008; Lopez-Arboleda
et al., 2010), por lo que requiere de la secuenciacién

585
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para la confirmar la mayoria de agrupamientos realiza-
dos. Sin embargo, en algunos casos especificos -como
en la confirmacion de la presencia de S. cerevisiae-,
los RFLP s son de gran utilidad (Tofalo et al., 2014).
Esta técnica permite diferenciar cepas aisladas de sitios
geograficamente distantes y cuyas aplicaciones indus-
triales pueden diferir notablemente. La similitud de los
patrones generados permite establecer correlaciones
filogenéticas entre especies y cepas; asi, la existencia
de patrones unicos permite la diferenciacion (Egli &
Henick-Kling, 2001; Esteve-Zarzoso et al., 1999).

Algunas técnicas han sido desarrolladas para anélisis
intraespecifico y, por lo tanto, como agrupamiento o
discriminacion de cepas de levadura pertenecientes a
una misma especie. Entre ellas se encuentran las téc-
nicas denominadas “fingerprinting” basadas en regio-
nes mini/microsatélite, sitios de “splicing” de intrones,
RAPDs, AFLPs, RFLPs, regiones interdelta y SSCP (Poli-
morfismo de Conformacion de Cadena Simple).

RAPD: Amplificacién aleatoria
de ADN polimérfico

Mediante la tecnica PCR se amplifica el ADN genomico
en presencia de un iniciador (10 -14pb) de secuencia
arbitraria, posteriormente se evaltan varios iniciadores
de los cuales solo algunos presentaran un polimorfis-
mo moderado. La temperatura de hibridacion entre el
oligonucledtido y el ADN se facilita a 37°C, generando
la amplificacion aleatoria de diversos fragmentos de
ADN distribuidos a lo largo de todo el genoma, cuyos
productos son visualizados mediante electroforesis
usualmente de acrilamida.

El uso de RAPD s permite obtener las “huellas digita-
les” que son las diferencias de ndmero y tamafo en
los fragmentos del ADN amplificado o patron de pro-
ductos amplificados con diferentes perfiles molecula-
res, las cuales pueden ser caracteristicas distintivas de
especies e incluso de cepas (Capece, 2010).

Los RAPD-PCR pueden usarse para aislar, seleccionary
caracterizar cepas de levaduras Saccharomyces nativas
de fermentaciones espontaneas que no usan cepas co-
merciales, con el fin de seleccionar la levadura autéc-
tona mas adecuada para la vendimia. Los cebadores
que se han propuestos para este fin son: OPA-1 (5'-
CAG GCC CTT C-3’), OPA-10 (5'-GTG ATC GCA G-3").
La cepa S. cerevisiae J4 ha sido seleccionada por sus
propiedades enologicas y de fermentacion (Rodriguez
et al, 2013). La busqueda de mejores cepas para eno-

D1-D2 265 ETS NTS

Figura 1. Representacion esquematica de las regiones 26S D1/D2 e ITS de rADN de levaduras. (Kawata et al., 2007).
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logia, se puede complementar por medio de estudios
filogenéticos representados con dendrogramas para
determinar las distancias genéticas a partir de matri-
ces proporcionadas por el algoritmo de Dice (1945).
Este coeficiente se utiliza para agrupar datos segtn el
método UPGMA, apoydndose en programas como
NTSYSpc y TFPGA (Gallego et al., 2005), (figura 2).

El RAPD-PCR se ha usado también para el anadlisis de
la variabilidad genética de los miembros del grupo
Saccharomyces sensu stricto (S. bayanus, S. cerevisiae,
S. paradoxus y S. pastorianus). La técnica ha permitido
delimitar entre estas especies estrechamente relacio-
nadas, asi como grupos intraespecificos como los dos
existentes en la especie S. bayanus. Debido a que este
marcador es de naturaleza multilocus permite determi-
nar también el origen hibrido de la especies de levadu-
ras tales como S. pastorianus y S, bayanus, a partir del
andlisis de la fraccion de bandas mostradas por cada
hibrido y sus cepas parentales (Nardi et al., 2006).

Esta técnica se caracteriza por no necesitar informa-
cion sobre la secuencia del diseno del iniciador y a
diferencia de otras técnicas moleculares empleadas,
permite analizar la variabilidad a lo largo de todo el
genoma revelando un mayor polimorfismo. Sin em-
bargo, la baja temperatura de hibridacion utilizada,
genera perfiles de amplificaciéon poco reproducibles
siendo necesario llevar a cabo varias repeticiones para
cada muestra partiendo de distintas extracciones de
ADN. Para lograr un buen nivel de diferenciacién po-
limorfica es necesario combinar los resultados de la
amplificacion con varios oligonucledtidos. A pesar de
numerosas desventajas que la técnica presenta, es am-
pliamente reportada (de Almeida et al., 2015; Corte et
al, 2015; Ozturk & Sagdic 2014; Wang et al.,, 2015).

Andlisis cromosémico por Electroforesis en
Campo Pulsado (PGFE)

El ADN genémico de levaduras, se digiere con una en-
zima de corte poco frecuente y se resuelve en un gel

13 23 33 43 Sa 6a 7a

Figura 2. Fotografia de un gel de agarosa con patrones de
amplificacién RAPD obtenido con nueve cepas de S. cerevi-
siae, usando el iniciador OPC-01 en la PCR. Carril M: mar-
cador de peso molecular. Las flechas indican las bandas
polimérficas. (Gallego et al., 2005).

de agarosa en una camara electroforética que emite
pulsos eléctricos desde diferentes dngulos. La aplica-
cion alterna de dos campos eléctricos transversos pro-
voca que los cromosomas cambien continuamente su
direccion de migracion, evitando que queden reteni-
dos en el entramado del gel de agarosa y permitiendo
separar los fragmentos de ADN mayores a 225 Kb (Lee
etal, 1989).

La existencia de reordenamientos cromosémicos
(translocaciones, delecciones y amplificaciones de re-
giones cromosémicas) se basan en el alto nivel de poli-
morfismo cromosomico que se puede encontrar en las
levaduras, caracteristica que se aprovecha en el anali-
sis por electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE),
el cual demuestra un alto polimorfismo de longitud
entre los cromosomas pertenecientes a diferentes ce-
pas de levadura. Tales variaciones en el tamafno de los
cromosomas resultan de los reordenamientos de los
cromosomas (GCR). De hecho, la caracterizacion de
la estructura de los cromosomas de varias cepas del
vino han revelado la existencia de translocaciones o
delecciones, posiblemente por recombinacion entre
las secuencias repetidas Ty intercaladas por todo el ge-
noma, lo cual se ha demostrado como una de las cau-
sas mas importantes de la translocacion cromosomica
(Blondin et al.,, 2009).

Se ha observado la aplicacion de la técnica en diver-
sos estudios, entre ellos, se resalta, el andlisis sobre la
diversidad genética de las poblaciones de S. cerevisiae
en diez productores de cachaca en el sur Estado de Mi-
nas Gerais, Brasil. Un total de 106 aislamientos fueron
identificados por PCR usando el cebador SCREC114,
especifico para S. cerevisiae, mediante PFGE y por el
analisis de ADN mitocondrial ADNmt-RFLP (Bernardi et
al, 2008). Para asegurar la trazabilidad de los perfiles
en los geles se usan standares del cromosoma de S.
cerevisiae ya disponibles comercialmente

En otro estudio, Ferreira y colaboradores, (2009) eva-
luaron el potencial de gabiroba Campomanesia pubes-
cens (DC) en la produccién de una bebida fermentada
usando levaduras seleccionadas vy silvestres a partir de
una fermentacion espontanea. La diversidad y dinami-
ca de la poblacion de levaduras durante la fermenta-
cion fue observada por el andlisis PFGE el cual mostro
cinco cariotipos diferentes en los primeros dias de la
fermentacion. Después del séptimo dia hubo una ma-
yor frecuencia de un perfil similar al de S. cerevisiae.

La cariotipificacion-PGFE, también se aplica en la iden-
tificacion de cepas de interés en las fermentaciones
vinicas (Puig et al., 2000). Existen varios trabajos cen-
trados en la caracterizacion de levaduras mediante el
analisis de polimorfismos. Esta técnica se puede utili-
zar para tipificar cepas de D. bruxellensis aisladas de
vino (Mitrakul et al,, 1999) y prevenir las grandes pér-
didas econémicas que deja el deterioro del vino por
esta levadura. Por otra parte, en cepas de S. cerevisiae
el polimorfismo obtenido es resultado de la adicién o
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eliminacion de largos fragmentos de ADN en cromoso-
mas homologos durante la evolucién del genoma de
las levaduras (Casaregola et al., 1998).

La cariotipificacion de cromosomas de levaduras re-
sulta muy util para generar perfiles especificos para la
caracterizacion de cepas, sin embargo los polimorfis-
mos presentes entre diferentes especies, restringe su
uso en el andlisis de un gran nimero de levaduras con-
taminantes; ademas, la complejidad y larga duraciéon
del proceso, junto con el equipamiento especializado
necesario, limitan adn mas su aplicabilidad para la ca-
racterizacion rutinaria en levaduras (El Hage & House-
ley, 2013).

Andlisis de restriccién del ADN mitocondrial
(RFLP - ADNmt)

El andlisis de restriccion del ADNmt se ha desarrollado
en S. cerevisiae basado en las diferencias en el conteni-
do de G+C existentes entre el ADN nuclear (hnADN) y
el ADNmt, ya que que en el nADN este es de un 40%,
mientras que en el MtADN es solo de un 20%. Esto
permite que si al realizar un andlisis de restriccion al
ADN total, utilizando enzimas especificas para recono-
cer regiones ricas en G+C, tales como Sacll y Sstll cuya
secuencia blanco es CCGCGG, el nADN sufre una so-
bredigestion generdandose numerosos fragmentos de
muy pequeio tamano, los cuales son indetectables en
un gel de agarosa. De esta manera, en una electrofo-
resis de ADN total digerido con estas endonucleasas
solo se observan los fragmentos correspondientes al
ADNmt ubicados segin su tamafo y mostrando un
perfil especifico de especie. Varios autores han intro-
ducido una variante que reduce el tiempo de duraciéon
del método original en 52,5 h, por disminucién del
tiempo de incubacion para la digestion del ADN de
12 h a 33 min en un horno de microondas, y del creci-
miento celular a 36 h (Orberd, 2004).

El andlisis de polimorfismos de los fragmentos de res-
triccion del ADN mitocondrial, ha sido ampliamente
utilizado como método de caracterizacion de cepas
de Saccharomyces estrechamente relacionadas de ori-
gen vinico y cervecero (Vezinhet et al., 1990; Mufoz
et al, 2009). Investigadores de la Universidad de Va-
lencia, Espaia, demostraron la utilidad de la técnica
para determinar la autenticidad de las cepas comercia-
les que se usan en los vifedos (Esteve-Zarsoso et al.,
2001; Fernandez-Espinar et al., 2003), asi como tam-
bién para realizar el seguimiento a las fermentaciones
y diferenciar las cepas comerciales de la flora nativa
contaminante (figura 3).

Secuencias de mini/microsatélites como
cebadores (MSP-PCR Fingerprinting)

Esta técnica se basa en el uso de la Reaccion en Cade-
na de la Polimerasa (PCR) y consiste en la amplificacion
de fragmentos con cebadores de oligonucleétidos

Figura 3. Analisis de restricciéon de ADNmt de cepas de Sa-
ccharomyces cerevisiae aisladas de vifiedos en Valencia Espafia
(Querol et al., 1992). EI ADN se extrajo y digirié usando las
enzimas Rsa | y Hinf |. Lineas: m corresponde a fago lamda
digerido con Hind Ill y EcoRl, usado como marcador, Los
nimeros romanos corresponden a diferentes patrones mole-
culares encontrados en cepas vinicolas de Saccharomyces.

especificos para secuencias simples repetitivas que
varian entre 10 y 100 pb presentes en el ADN, deno-
minadas microsatélites, mientras que los minisatélites
tienen una longitud inferior a 10 pb. Entre los mas
utilizados se encuentran (GTG)s, (GACA)s, Fago ADN
M13 vy la secuencia del M13 GAGGGTGGCGGTTCT.
Esta técnica difiere del RAPD, en que la temperatura
de hibridacién del cebador es mayor (entre 50 y 55
°C), en lugar de de 37 °C, por lo que la probabilidad de
hibridizar en zonas especificas del genoma aumenta,
logrando una mayor reproducibilidad. Se ha empleado
en la identificacion de especies del género Zygosac-
charomyces, contaminantes de salsas de mayonesa y
otros aderezos para ensaladas (Orberd, 2004).

Da Silva-Filho et al., (2005) usaron el fingerprinting con
el microsatélite (GTG)s, para hacer el seguimiento de
los patrones moleculares de la microbiota presente en
una misma fermentacion en una destileria para la pro-
ducciéon de etanol carburante en el nordeste de Bra-
sil, encontrando diferentes patrones moleculares que
coincidieron con cambios en la poblacion de levadu-
ras en el mosto generadas por colonizacion con cepas
nativas provenientes de la melaza o jugo de cana de
azlcar, o tambien por las por condiciones de estrés
del sustrato que favorecen el crecimiento de alguna
cepa tolerante a estos cambios (figura 4).

Ramirez-Castrillon et al. (2014), advierten sobre una
posible subestimacion en andlisis de diversidad obte-
nidos con perfiles genotipicos MSP-PCR Fingerprinting,
debido a la gran cantidad de falsos positivos que pue-
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den encontrarse usando esta técnica. Asi, analizando
dos conjuntos de datos de levaduras asociadas a vinos
(considerada de baja diversidad) y sustratos asociados
a vinedos (considerado de alta diversidad), pudo esta-
blecerse que los agrupamientos realizados con los per-
files, al ser secuenciados, representaban aislados de
especies diferentes (por ejemplo, Dekkera bruxellensis
y S. cerevisiae). Sin embargo, esta técnica es usada con
frecuencia para descripcion de especies nuevas (Va-
lente et al.,, 2012; Praet et al., 2015) y caracterizacién
intraespecifica tales como Torulaspora delbrueckii (Ca-
nonico et al, 2015) y Candida milleri (Vigentini et al.,
2014).

AFLPs (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

Al igual que en los RAPDs esta técnica, no requieren
informacion previa sobre la secuencia para el disefio
del iniciador y aporta un gran nimero de bandas para
el andlisis, pero es mas reproducible que este ultimo.
Posterior a la restriccion del ADN genémico, se reali-
za la ligacion de adaptadores oligonucledtidos, para
la amplificacién no selectiva de los fragmentos restrin-
gidos con iniciadores complementarios al adaptador.
Los fragmentos obtenidos en la primera reaccién de
PCR, se reamplifican de manera selectiva usando entre
una y tres bases diferenciales en el extremo 3’, final-
mente, la separacion de los amplicones se realiza en
geles de poliacrilamida. Tipicamente se detectan entre
50 y 100 fragmentos de restriccion por genoma de
levadura en un gel desnaturalizante de poliacrilamida.

Figura 4. Patrones moleculares (GTG). 5 de las cepas alcoho-
leras de S. cerevisiae que fueron més representativos durante el
seguimiento de la fermentacién. bp, representa el peso mo-
lecular de cada marcador, los carriles 3, 5y 6 coincide con el
perfil molecular de la cepa inciadora o starter, mientras que
los carriles 1, 2, 4, 7 y 8 muestran perfil molecular diferente
a la cepa iniciadora, como producto de la dindmica pobla-
cional al interior de los tanques (Da Silva-Filho et al., 2005).

Los AFLPs son una técnica util para discriminar levadu-
ras a nivel cepa-especifico (de Barros et al, 1999), el
analisis molecular en levaduras mediante esta tecnica
puede ser superior a los RAPDs. En un estudio com-
parativo, Gallego et al., (2005) evaluaron la utilidad de
tres técnicas moleculares para el analisis genético de
las cepas de S. cerevisiae: los RAPDs, AFLPs y los SSRs
(microsatelites). Estas tres técnicas moleculares fueron
usadas para caracterizar 27 cepas de levaduras vinicas
de la “Denominacion de Origen Vinos de Madrid” Es-
pana. Basados en la amplificacion de los fragmentos
de cada genotipo, los AFLPs y los SSRs mostraron un
poder discriminatorio similar y superior al de los RA-
PDs. El andlisis con AFLPs y SSR permitié discriminar
una combinacion total de 23 cepas de 27 evaluadas.

Esta técnica es ampliamente usada, por su poder de
discernimiento, se usa como confirmatoria para carac-
terizar aislamientos de levaduras salvajes procedentes
de los tanques de almacenamiento de melaza de cafa
de azdcar. Vasquez et al. (2015), realizaron la caracte-
rizacion intraespecifica de cepas tolerantes a vinazas
usando marcadores interdelta 12-21 y confirmando
con AFLP se obtuvo cinco grupos con distancias ge-
néticas que oscilaron entre 15 y 30%, ademas por
pruebas bioquimicas se determiné que el 85% de los
aislamientos pertencian al género S. cerevisiae.

El uso de los AFLP”s no se ha popularizado en los la-
boratorios microbiolégicos de la industria debido al
tiempo necesario para desarrollar la técnica, su alto
nivel de complejidad, por la gran cantidad de reactivos
y el tamano de los geles de acrilamida. Sin embargo,
ya se han propuesto modificaciones que podrian sim-
plificar y permitir el ahorro en reactivos como revelar
los AFLPs en gel de agarosa al 2%, en buffer tris borato
EDTA al 1%. Este ejercicio facilit6 la caracterizacion de
la biota de levaduras, aisladas durante el seguimiento
de una fermentacion espontdnea de mosto de uva, en

bp

e
=
-
=21

Figura 5. AFLP simplificado en geles de agarosa al 2%. (Es-
teve-Zarzoso et al., 2010). Carriles M: marcador de peso mo-
lecular de100bp (Invitrogen), Carriles: 1, 3, 5, 7, 9 cepas de
Candida zemplinina; Carriles: 2, 4, 6, 8,10 cepas de Hansenias-
pora uvarum;, Carriles 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 cepas de Sac-
charomyces cerevisiae; Carriles 18, 19, 20 cepas de Hanseniaspora
vineae.
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la region de Taragona Espana (figura 5) (Esteve-Zarzo-
so etal., 2010).

Elementos delta del transposon
Ty 1 de levaduras

Las secuencias delta son elementos de 330pb que
flanquean los retrotransposones Ty1 y Ty2 de S. cere-
visiae (Cameron et al.,1979). Estas regiones se pueden
encontrar separadas de los transposones y dispersos
por el genoma, en cuyo caso suelen llamarse solo ele-
mentos delta. Su ndimero y posicion en el genoma de
las levaduras son especificos de cada cepa y estables
aproximadamente durante 50 generaciones. En el ge-
noma estan presentes cerca de 5 familias de elemen-
tos Ty que contienen 50 sitios activos potenciales para
traslocacion del retrotransposon completo y también
existen aproximadamente 300 elementos delta inde-
pendientes como marcas de eventos insersionales pa-
sados. Se ha reportado que los elementos delta estan
concentrados en regiones gendémicas contiguas a los
genes ARNTt (Eigel & Feldmann, 1982).

La variabilidad intraespecifica que otorga el ndmero
y la localizacion de estos elementos fue aprovechada
por Ness et al.,, (1993) para disenar iniciadores especifi-
cos (81 y 82) para la amplificacion por PCR de las regio-
nes delta, dtiles para diferenciar cepas de S. cerevisiae.
Estos autores muestran que la estabilidad de los ele-
mentos & es suficiente para aplicar esta técnica como
método de identificacion de cepas de S. cerevisiae a
nivel industrial, afirmaciones que fueron confirmadas
posteriormente por numerosos autores. Algunos de
estos trabajos muestran la gran variabilidad que revela
esta técnica entre aislados de la especie S. cerevisiae
con respecto a otras técnicas muy resolutivas como el
analisis de restriccion del ADNmt vy la electroforesis de
cromosomas (Fernandez-Espinar et al, 2001; Pramate-
ftaki et al,, 2000).

En el 2003, Legras & Karst optimizaron la técnica me-
diante el diseno de dos iniciadores (812 y 821) que se
localizan muy préximos a 81 y 82. Su uso combinado
revela un mayor polimorfismo que se refleja con la
aparicion de un mayor nimero de bandas. Schuller et
al, (2004) lo confirmaron posteriormente mostrando
que la combinacién de 82 y 812 identificaba el do-
ble de cepas que el juego de iniciadores disenado por
Ness et al., (1993).

Varios inconvenientes que presentaba esta técnica
eran la poca reproducibilidad debido al efecto de la
concentracion de ADN vy a la baja temperatura (42°C)
para la hibridacion de los primers (Fernandez-Espinar
etal., 2001; Schuller et al., 2004), estos problemas fue-
ron superados con la estandarizacion de la concen-
tracion de ADN para todas las muestras, y el aumento
de la temperatura de hibridacion (55°C), logrando
obtener perfiles de amplificacion mucho mas estables

aunque con un menor nimero de bandas (Ciani et al.,
2010).

En las aplicaciones mas recientes, se uso la huella inter-
delta, para comparar los perfiles moleculares de varias
cepas nativas alcoholeras aisladas del ambiente de dos
destilerias del Valle de Cauca en Colombia, logrando
determinar que un 25% de las cepas aisladas de los
tanques de almacenamiento de mieles, presentan un
patron molecular diferente al de las cepas comerciales
usadas convencionalmente en la fermentacion. Se ob-
serva que la huella genética interdelta presenta un alto
polimorfismo entre cepas diferentes, dado su practici-
dad y bajo costo, es util para la caracterizacion intraes-
pecifica (figura 6), (Vasquez et al., 2015).

Discusion

Algunas técnicas moleculares han sido propuestas
para la caracterizacion de especies y monitoreo de
cepas industriales. Las primeras de ellas incluian el
andlisis electroforético del cariotipo, la amplificacion
aleatoria del ADN polimérfico usando la reaccion en
cadena de la polimerasa (RAPD-PCR) y la ribotificacion-
PCR, las cuales han sido empleadas por diferentes au-
tores para la identificacion de especies de levaduras
del vino (Raspor et al., 2006). A partir del uso masivo
de la reaccién en cadena de la polimerasa para eva-
luar el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (PCR-RFLP) y la secuenciacién de ADN, se
establece el consenso de dos regiones de ADN como
estandar para la determinacion de especies: LSU y la
region ITST-rADN 5.8S-ITS2 (Kurtzman et al, 2015).
Por ejemplo, el uso de secuencias de ADN para iden-
tificar levaduras permitié duplicar el nimero de espe-

Figura 6. Huella genética PCR del perfil molecular interdelta
12-21, obtenido a partir del ADN genémico de levaduras nati-
vas aisladas de tanques T-103 y T-124. Carril 1 es el marcador
de peso molecular; carril 2, fago A; carril 3, S cerevisiae LCC1-1;
carril 4, S. cerevisiae LCC1-5; carril 5, S. cerevisiae LCC1-6; ca-
rril 6, S. cerevisiae LCC1-9; carril 7, S. cerevisiae LCC1-13; carril
8, S. cerevisiae LCC1-17; carril 9, S. cerevisiae LCC2-3 (Candida
colliculosa); carril 10, S. cerevisiae LCC2-18; carril 11, S. cerevisiae
LCC2-26; carril 12, S. cerevisiae LCC2-29; carril 13, GRX; carril
14, GR; carril 15, XP; carril 16, etanol rojo; y el carril 17, con-
trol de cebadores (Vasquezetal., 2016).
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cies identificadas en los dltimos diez anos (Kurtzman
etal, 2011).

La mayor base de datos de secuencias depositada en
Genbank para identificacién rapida de levaduras, o de-
teccion de linajes desconocidos, es la region LSU, se-
guido de la region ITS. Los resultados de Kawata et al.,
(2007) sugieren a los ITS como posibles marcadores
polimérficos para el estudio de la diversidad interes-
pecifica de levaduras. Cuando se pretende comparar
de forma rédpida la secuencia (editada, ensamblada)
con cepas tipo depositadas en Genbank de identidad
igual o superior a 99% con una especie descrita, esta
técnica permite la identificacion de una cepa a nivel
taxonémico de especie. Si no es posible realizarse con
LSU, se procede a comparar con la region ITS de la
misma forma. Nétese que pueden haber excepciones
al criterio de identidad dependiendo del clado filoge-
nético. No obstante, la region ITS fue propuesta como
codigo de barras (Barcode, en inglés) para identifica-
cion de hongos (Schoch et al, 2012), debido a que
la region LSU no permite la identificacion en algunos
grupos de hongos no levaduriformes (para definicion
de levadura reciente ver Kurtzman et al.,, 2011).

A nivel industrial el monitoreo e identificacion sirven
para demostrar que la especie de levadura inoculada
al inicio y al final de un proceso biotecnolégico es el
mismo y que la especie que domine una fermenta-
cion, por ejemplo, sea la esperada por el productor.
También, es posible evaluar cambios adaptativos de
una cepa industrial, al demostrar que cepas origina-
les y “adaptadas” proceden de un ancestro comdn y
que han “evolucionado” con su uso en cada proceso
industrial (Dragosits & Mattanovich, 2013). Un reflejo
de esto son los estudios fisiologicos (Oda & Ouchi,
1989) que demuestran que las cepas de S. cerevisiae
cerveceras pueden presentar deficiencias en el levante
o leavening, caracteristica fundamental de las cepas de
S. cerevisiae, de uso en panaderia y que demuestran el
grado evolutivo y posiblemente una mejor adaptacion
a un ambiente en particular.

A nivel intraespecifico, varias técnicas también fue-
ron desarrolladas (sin involucrar secuenciacién). Entre
ellas, sondas de APN - Péptido Acido Nucleico- (Sten-
der et al, 2001), RAPD/AFLP (Azumi et al., 2001; de
Barros Lopes et al, 1999), Microsatelite-primed PCR
(Da Silva-Filho et al, 2005; Ramirez-Castrillon et al.,
2014), PCR en tiempo real (Casey & Dobson 2004),
electroforesis en Gel de Gradiente desnaturalizante -
DGGE- (Prakitchaiwattana et al, 2004), Citometria de
flujo (Jespersen et al., 1993). Su aplicacién y sus cam-
pos de accion va desde el monitoreo de poblaciones
de levaduras industriales hasta el andlisis de diversidad
de levaduras asociadas a bebidas y alimentos.

La baja reproducibilidad de los RAPDs implica la ne-
cesidad de hacer muchas repeticiones para obtener el
patron estandar y después incluir en el andlisis solo la
banda que aparece en todas las amplificaciones, esto

la hace poco util para uso rutinario. Adicionalmente,
debido a la baja temperatura de hibridacion utilizada
(37°C) los perfiles de amplificacion incluyen produc-
tos inespecificos siendo necesario llevar a cabo varias
repeticiones para cada muestra partiendo de distintas
extracciones de ADN. Los microsatélites difieren del
RAPD en que la temperatura de hibridacion del inicia-
dor es mayor (55 °C), en lugar de la de 37 °C, por lo
que estos hibridan en zonas especificas del genoma,
haciendo mayor su reproducibilidad, por lo cual esta
técnica se ha convertido una de las mas usadas para la
caracterizacion intraespecifica de levaduras..

Ademas, la PCR-fingerprinting empleando cebadores
individuales (SPAR), cebadores aleatorios y secuencias
microsatelites puede usarse para la discriminacion in-
ter y/o intra-especifica de levaduras. La PCR-fingerprin-
ting se basa en la deteccion de secuencias repetitivas
hipervariables (mini y microsatelites) favorecida para
mostrar la variabilidad genética de los individuos estre-
chamente relacionados (Suranska et al., 2012).

Por otra parte, la técnica de electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE), es una de las que ofrecen un
mayor poder discriminatorio. Sin embargo, la com-
plejidad y larga duracién del proceso, junto con el
equipamiento especializado necesario, limitan su apli-
cabilidad para la caracterizacion rutinaria de las leva-
duras (Rodriguez et al, 2010; Cordero-Bueso, 2016).

La huella genética por regiones delta, es una técnica
rapida que puede distinguir dos levaduras incluso a
nivel intraespecifico y resulta ideal para la utilizacion
en la industria, por su simplicidad, sin embargo se re-
quiere tener estandarizado el método de extraccién y
cuantificacion del ADN genémico, asi como también a
la disposicion equipos como el termociclador.

El uso del perfil de restriccion del ADN mitocondrial
resulta también ideal para la utilizacion en la industria
por su rapidez, seguridad y economia, ya que no re-
quiere material sofisticado, ni personal muy especiali-
zado, ademas es eficiente para diferenciar cepas de
levaduras, ya que se basa en la existencia de un impor-
tante polimorfismo del ADN mitocondrial en las dis-
tintas cepas (Benitez et al, 1996), permitiendo seguir
tanto la implantaciéon de la cepa inoculada como la
dindmica de crecimiento del resto de cepas presentes
en el mosto (Querol et al,, 1993).

Recientemente, la identificacién basada en MALDI-
TOF/MS ha revolucionado la identificacién microbiana,
incluyendo levaduras (Quian et al,, 2008), acelerando
el proceso de identificacion de dias (como el caso de
la secuenciacion) a horas (generalmente un turno)
(Borneman et al,, 2011). Actualmente es ampliamente
usado en levaduras de interés clinico, con la expectati-
va de ser usado prontamente a nivel industrial, donde
se requiere una base de datos creciente junto con el
mejoramiento de la técnica (Kurtzman et al., 2015).
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En el momento de la caracterizacion intraespecifica
con técnicas moleculares, es importante realizar al me-
nos dos técnicas diferentes para reducir las variables
que impiden la reproducibilidad entre laboratorios e
incluso entre ensayos.

En términos generales, las técnicas moleculares, se
constituyen en una herramienta eficiente para la carac-
terizacion de microorganismos, siendo esta, una etapa
indispensable para determinar la identidad genética
de las cepas, en especial cuando se planea un uso in-
dustrial de los aislamientos. Las técnicas de caracteri-
zacion morfolégica y bioquimicas han predominado
hasta ahora, por su relativa sencillez y porque en térmi-
nos generales no requieren equipos sofisticados para
llevarlas a cabo, no obstante es indispensable identi-
ficar la identidad genética del microorganismo en los
casos en que se requiera determinar la inocuidad del
cultivo especifico para las cepas comerciales, o para
realizar el seguimiento de la inocuidad de la fermenta-
cion y especialmente proteger la propiedad industrial.
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