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Resumen

El presente trabajo se basd en el uso de seis levaduras aisladas del fruto de pitahaya
(Stenocereus queretaroensis f.a.c Weber) del Proyecto de Coba P. (2013-2014)
CIVABI - UPS, mismas que presentaron resistencia alcoholica entre 10 - 12 % y
capacidad fermentativa media — alta, para su identificacion molecular; ya que los
ensayos bioquimicos previos RapID Yeast Plus System no presentaron especificidad
en su identificacion debido a los diferentes estados anamorfos verificados posterior a
los ensayos microscopicos. Para la identificacion molecular de las levaduras se
amplifico la region ITS por medio de PCR empleando los primers ITS 1 e ITS 4; las
cepas puras fueron secuenciadas por Sanger, los consorcios a través de técnicas de
secuenciacion de nueva generacion. En el analisis de las secuencias se pudo identificar
en cepas puras la especie Pichia kudriavzevii con analisis BLAST QC de 100% e Ident
100% y Fungal sp. con QC de 100% e Ident 100%. Para la interpretacion de la
secuencias de los consorcios se empled el software Geneious R8 (Biomatter Ltd) que
permite obtener secuencias consenso para posterior analisis en BLAST. Los
consorcios NO010/3/D 'y NO019/3/D estuvieron conformados por el orden
Saccharomycetales con QC 99% e Ident 92%; individuos del género Pichia sp. con
QC 99% e Ident 91%, y la especie Pichia kluyveii con QC 100% e Ident 97%. A pesar
de los resultados obtenidos no se puede asegurar el nimero total de especies que

conforman cada consorcio.

Palabras clave: Levaduras, ITS (Espaciador Interno Transcrito), NGS (Secuenciacion

de Nueva Generacion).



Abstract

This work was based on the use of six isolated yeasts from the pitahaya’s fruit
(Stenocereus queretaroensis f.a.c Weber) of Coba P. (2013-2014) project CIVABI -
UPS, they presented alcohol resistance between 10-12% and medium - high
fermentative capacity, for molecular identification; since previous biochemical tests
RapID Yeast Plus System had not specificity over their identification due the different
anamorphs states verified later on their subsequent microscopic assays. For the yeast's
molecular identification, the region ITS was amplified by PCR using primers ITS 1
and ITS 4; the pure strains were sequenced by Sanger, the consortia pass over new
generation sequencing techniques. In the sequences analysis was identified of pure
strains the Pichia kudriavzevii specie with BLAST analysis QC 100% and 100% Ident
and Fungal sp. with 100% QC and 100% ldent. For the interpretation of the consortia
sequences was employed software Geneious R8 (Biomatter Ltd) that allows to obtain
consensus sequences for further BLAST analysis. N010/3/D and N019/3/D consortia
were formed by Saccharomycetales order with QC 99% and Ident 92%; individuals
the Pichia sp. genus with QC 99% and Ident 91%, and Pichia kluyveii specie with QC
100% and Ident 97%. Despite the results obtained, the total number of species that

conform each consortium cannot be assured.

Keywords: Yeasts, ITS (Internal Trancript Sequence), NGS (Next Generation

Sequencing).



Introduccion
Ecuador cuenta con diversos recursos endémicos, que se han empleado en el Gltimo
siglo con la finalidad de mejorar la calidad de vida y la optimizacion de procesos
industriales. Ciertas especies vegetales son utilizadas en diversas industrias y en
especial las frutas son consideradas como medios propicios para el desarrollo de
microorganismos, al estar formadas de diversos elementos que influyen en sus
procesos metabolicos; la pitahaya es una cactdcea cuyo fruto presenta un alto
contenido de azlcares, 4acidos organicos fuente indispensable para el desarrollo de

microorganismos como las levaduras.

Existen microorganismos de interés industrial, en procesos de fermentacién por
ejemplo la especie Saccharomyces cerevisiae es 1a mas requerida por las caracteristicas
que aporta a las bebidas fermentadas, sin embargo existen otras levaduras no
pertenecientes al género Saccharomyces, que pueden mejorar las caracteristicas
organolépticas en las primeras etapas de fermentacion y permiten optimizar estos

Pprocesos.

Actualmente la caracterizacién de los microorganismos es empleada en los campos de
la biotecnologia, farmacologia, medio ambiente, industria alimenticia y salud publica.
Son consideradas un punto critico, ya que la identificacion de estos permite establecer
un proceso de uso, manejo y control, dentro de los procesos empleados con este fin se
encuentran las técnicas clasicas de identificacion macro — microscopicos y
bioquimicos siendo estos en muchos casos inespecificos para ciertos

microorganismos; dejando asi en algunos casos resultados poco confiables.



Las tecnologias actuales han permitido el desarrollo de técnicas moleculares, que
resultan una éptima herramienta para la identificacion de los microorganismos; el
estudio del material genético permite un analisis comparativo entre diferentes cepas;
con el fin de establecer diferencias o similitudes dentro de un genero y logrando a
profundidad la identificacion de una especie microbiana, sin embargo existen un sin
nimero de microorganismos que constituyen la denominada ‘“materia oscura
microbiana” este concepto hace referencia a todos aquellos microorganismos que pese
a ser desconocidos intervienen en los diferentes procesos relacionados a la vida

(Molina, 2016).

Este estudio busca identificar molecularmente 6 de las 23 cepas de levaduras que
fueron aisladas a partir de pitahaya en el proyecto de investigacion previo, realizado
por el Bgf. Pablo Coba Santamaria (2013 — 2014) titulado “Aislamiento vy
caracterizacion de taxa de levaduras presentes en el fruto de mortifio Vaccinium
floribundum y pitahaya Hylocereus sp, Selenicereus sp capaces de fermentar en
condiciones similares al mosto de uva” CIVABI — UPS. Estas fueron seleccionadas,
considerando que en el estudio antes mencionado presentaron alta resistencia
alcohdlica, capacidad fermentativa y caracteristicas organolépticas destacadas; Coba
P. aplico ensayos bioguimicos a través del micro-método RapID Yeast Plus System
para determinar su identificacion. Este micro-método fue desarrollado principalmente
para la identificacion de levaduras de importancia médica o que formen parte de
muestras quimicas humanas es por ello que solo tienen la capacidad de identificar
aproximadamente 40 levaduras de esta indole, dejando de lado todas las levaduras que
se presentan en otros entornos (Thermo SCIENTIFIC, 2015). Los resultados
generados por este micro-método lograron identificar las especies Cryptic albidus y

Candida krusei con un 86 % de probabilidad, poniendo en duda la exactitud de los



resultados; por lo tanto el objetivo del presente estudio es identificar molecularmente
las cepas de levadura a través de la amplificacion y secuenciacion de las regiones ITS
1y 2 (espaciador interno transcrito); estas regiones muestran una alta variabilidad por
la gran cantidad de cambios nucleotidicos o polimorfismos, que presentan esto
permite una identificacion mas precisa, debido a que se puede realizar una
comparacion inter e intraespecifica, analisis de las relaciones evolutivas y permiten
establecer relaciones filogenéticas entre las especies de estudio (Becerra, M., Rojo, &

France, 2006, pags. 115-116).



1. Marco conceptual
1.1.  Importancia de los microorganismos en la industria
El equlibrio natural no podria llevarse a cabo sin la presencia de bacterias, hongos,
virus, algas que por sus diferentes formas, tamafios y requerimientos metabolicos
contribuyen en los diferentes procesos naturales, algunos se consideran patégenos y

otros son aprovechados en diferentes campos.

Hongos, bacterias y virus son muy estudiados tras confirmar su participacion en
muchos procesos que son de gran utilidad para el hombre. Las bacterias y los hongos
son microorganismos destacados por su actividad quimiorganotréfica, como la
habilidad de degradar materia organica compleja, compuestos organicos simples y
moléculas inorganicas. Segun la ruta metabolica que presentan, se generan diferentes
aislados microbianos, el éxito en los diferentes procesos en los que se los utiliza
depende de la seleccidon de la fuente donde realiza procesos metabolicos, por ejemplo
de fermentaciones naturales, animales y plantas enfermas, también de suelo o

colecciones ya establecidas (Mateos, 2014, pags. 1-3).

Cabe recalcar que el estudio de los microorganismos ha permitido mejorar los
diferentes campos de la industria farmacéutica, alimenticia, industrial, agricola,
ambiental y otros; conocer y entender el metabolismo de éstos, genera interés por
parte de quienes requerimos de ellos para su intervencion en los diferentes procesos
que emplea la industria ya sea con la finalidad de frenar su patogenicidad o realzar su

papel como agentes de interes (Tomasini., 2010, pags. 1-6).

La micologia es la ciencia que estudia los hongos, este tipo de organismos eucarioticos
pueden adaptarse a vivir tanto en bosques como en ciudades, se reproducen por esporas

que son transportadas por medio de agua o del viento a diversos lugares (INBio, 2014).



Los hongos se encuentran colonizando numerosos entornos esto debido a su
distribucion geografica irregular pero se encuentran de forma mas abundante en los
tropicos, dadas las condiciones climaticas favorables de temperatura y humedad que
presentan estas regiones. Segin Guzman (1995, pags. 53,56) se calcula que existen
mas de 1 500 000 especies de hongos en el mundo de los cuales solo se conoce el
4.5% , es decir se han descrito alrededor de 80 000 especies y ~172 000 secuencias

de hongos estan depositadas en el GeneBank.

Algunos hongos como los basidiomicetes forman cuerpos fructiferos y son estudiados
por su capacidad enzimética como la accion generada por las peroxidasas y lacasas
que degradan la lignina, otros como los ascomicetes tienen una importancia ecologica
por su adaptabilidad ademas que su presencia es primordial en procesos industriales y
médicos; en particular las levaduras intervienen en procesos de fermentacion, en la

produccién de acidos organicos y ciertos farmacos.

1.1.1. Consorcios microbianos.
Teniendo en cuenta que no todos los procesos se llevan a cabo por una sola especie de
microorganismos, es relevante el estudio de complejos microbianos o también
Ilamados consorcios cuya finalidad es transformar en diferentes pasos los compuestos
organicos de un determinado sustrato. Un consorcio microbiano se define como una
asociacion natural de dos 0 mas poblaciones microbianas, de diferentes especies, que
actian conjuntamente como una comunidad en un sistema complejo (Ochoa &
Montoya, 2010, pags. 6-7). La formacion de consorcios microbianos esta en funcion a
la ecologia tras la asociacion de los microorganismos para maximizar un sustrato y a
la vez puedan resistir los cambios fisico quimicos que se puedan dar durante las

reacciones, de esta manera se genera un equilibrio de las partes por las diferentes



retroalimentaciones que no pueden darse por reacciones sintéticas o de forma

individual (Hoffner & Barton, 2014, pag. 66).

1.2.  Aplicaciones biotecnoldgicas de levaduras

Las bebidas fermentadas son consideradas antiguas en la historia, se producen de
forma natural (Berruecos, 2007, pag. 8), la fermentacion se define como los cambios
bioquimicos que tienen lugar en sustancias organicas a consecuencia de la actividad
de enzimas microbianas; en particular las levaduras son seres unicelulares que ejercen
un papel importante en los procesos fermentativos; constituyen uno de los grupos mas
importantes de organismos biotecnolégicos presentando una variedad de
microorganismos especializados en areas como la panificacion, vinificacion, nutricion,
usos farmacéuticos (Lezcano, 2012, pags. 1-5), produccion de combustibles, etanol,
obtencidn de proteina, produccion de enzimas (Johnson & Echavarri, 2011, pags. 21-
25). Por estas razones también se las conoce como sistemas eucaridticos unicelulares
complejos debido a que se pueden cultivar en diferentes medios y ademas son
considerados organismos adecuados para estudios de fendmenos genéticos (Madigan,

Martinko, & Parker, 1999, pags. 349-351).

1.3. Fermentacion

Los microorganismos como bacterias y levaduras tienen tres tipos de metabolismo en
relacion a la ausencia o presencia de oxigeno molecular, la respiracion aerdbica que
consiste en oxidar la glucosa y formar dioxido de carbono, agua y energia. Por otro
lado en la respiracion anaerobica se presentan enzimas transportadoras de electrones

hasta que los hidrogeniones se transfieren a una sustancia receptora que pueden ser



nitratos, sulfatos y dioxido de carbono para formar productos inorganicos como el
NHs, N2, Sy; finalmente la fermentacion parte del piruvato y se da en condiciones de
anaerobiosis para formar productos como etanol, acido lactico, &cido malico, metanol
(Puerta, 2010, pags. 1-12). Las bebidas alcohodlicas se producen de materia prima
vegetal con altos contenidos de hidratos de carbono y cuyo proceso consiste en
descarboxilar el piruvato que proviene la glucosa y obtener etanal por accién de la
enzima piruvato descarboxilasa y posteriormente el etanal que es reducido a etanol por
accion de la enzima alcohol deshidrogenasa, los responsables de que se lleve a cabo
este proceso son hongos unicelulares eucariéticos llamados levaduras (Koolman.J. &

Rohm.K., 2003, pag. 148).

1.3.1. Resistencia alcoholica y capacidad fermentativa.
La resistencia alcoholica hace referencia a la tolerancia que presenta una levadura y
especificamente su membrana celular, para desarrollarse en altas concentraciones de
etanol, este tiende a difundirse rapidamente en la membrana alterando los parametros
citoplasmaticos normales como pH y transporte de solutos (Panaretou & Piper, 1990,
pag. 1769). Sin embargo ciertas especies de la familia Saccharomycetaceae han
desarrollado niveles elevados de osmotolerancia, soportando concentraciones de
etanol que van desde el 5% hasta el 21 % dependiendo de la cepa y las condiciones
ambientales (YoBrew, 2014). La acumulacion de etanol tiende a disminuir la tasa de
fermentacidn, ya que este es considerado un inhibidor de la glucolisis en las levaduras,
alterando su crecimiento, metabolismo Yy viabilidad (Caelsen, Degh, & Lloyd, 1991,

pag. 2879).



La capacidad fermentativa de las levaduras se ve afectada directamente por la
resistencia alcohdlica, mientras sus células presenten mayor viabilidad, sus procesos
metabolicos se desarrollan de forma correcta permitiendo metabolizar los azucares del
sustrato, optimizando los recursos del medio y con ello incrementando la produccién
de etanol que es uno de los parametros mas importantes en la industria de la
fermentacion. Con el objetivo de encontrar levaduras con mayor capacidad de
fermentacion se han desarrollado estudios con levaduras de carécter salvaje que
tienden a mejorar el perfil de fermentacion cuando presentan limitacion de nutrientes
por mitofagia y desarrollando mutantes en base a parentales salvajes que permitan
optimizar la fermentacion (Shiroma, Niroshan, Horie, Okamoto, & Kitagakia, 2014,

pag. 1002).

1.4.  Levaduras

Las levaduras son definidas como un tipo de hongos unicelulares que se reproducen
de forma asexual, segin sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas se ha
determinado tres clases los ascomicetos, basidiomicetos y deuteromicetos (Leveau &
Bouix, 2000, pégs. 3-9). Estos microorganismos se han relacionado durante siglos en

procesos de fermentacion generando productos como la cerveza y el pan.

Segun Uribe (2007, pags. 34-37) las levaduras crecen en lugares con altos contenidos
de azlcares como cortezas de frutos, en simbiosis con animales e insectos a
temperaturas comprendidas entre 5- 47 °C, ademas de soportar variaciones de pH entre
2.8 - 8.5. Las dimensiones de las levaduras estan entre los 1-9 um de ancho y de 2-20
pum de longitud segun la especie, nutricion y edad (Carrillo.L. & Audisio.C., 2007,

pags. 40-42).



La taxonomia de estas se ha desarrollado en dos periodos el primero se basé en el
estudio morfologico, fisioldégico y genética convencional; en la segunda etapa se
emplearon técnicas de ultramicroscopio, bioquimicas y estudios de biologia molecular.
Esta segunda etapa ha permitido lograr la caracterizacion e identificacion mucho mas

precisa a nivel de género y especie (Orbera, 2004, pags. 15-19).

1.4.1. Caracteristicas de la reproduccion vegetativa.
La reproduccidn vegetativa de estos microorganismos se presenta por gemacion o
escision binaria o una combinacion de ambas. La gemacidn puede ser polar, bipolar o
multipolar; la formacion de la yema comienza con una evaginacion de las células,
después la yema aumenta de tamafio y finalmente se separa de la célula madre. Dado
su tipo de reproduccion son un buen modelo eucaridtico de estudio (Herrero &

Gallego, 1997, pags. 115-116).

1.5. Identificacion de levaduras

La identificacion es un proceso que permite caracterizar taxonomicamente las
diferentes cepas de levaduras estudiadas alrededor del mundo. Estos criterios se basan
en el tipo de reproduccion vegetativa, caracteristicas sexuales, bioquimicas y
fisiolégicas. En la actualidad una prueba de identificacion mas especifica hace
referencia a la identificacion molecular cuyos parametros permiten determinar género
y especie de un determinado microorganismo (Leveau & Bouix, Taxonomia, 2000,

pags. 5-9).

Existen dos subdisciplinas de la genética que usando las técnicas de biologia molecular
permiten el estudio de genomas completos. La gendmica se ocupa del mapeo,

secuenciacion y analisis de un genoma, aporta informacidn acerca de las secuencias y



su funcion ante las diferentes condiciones de desarrollo, asi como de los mecanismos
implicados en la regulacion de la expresion e interaccion génica (Echenique, Selva,
Meier, Roncallo, & Schrauf, 2010, pags. 100-103); el objetivo de la gendmica es
explicar de forma completa y exacta la secuencia de ADN de un genoma haploide
representativo de una especie y los mecanismos que intervienen en la regulacién de la
expresion (Riquelme & Pinto, 2005, pag. 1).

Otra subdisciplina mas compleja que permite la secuenciacion del genoma de uno o
varios microorganismos al mismo tiempo, es la metagendémica; su fundamento refiere
a la amplificacion de genes ribosomales que codifican para la subunidad 16S o 18S,
esta subunidad es muy importante porque su secuencia es altamente conservada y se
utiliza para clasificaciones filogenéticas de organismos eucariéticos. Por medio de la
PCR (Polymerase Chain Reaction 6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa) se
amplifican las secuencias ARNr 18S empleando primers especificos u
oligonucledtidos, que posteriormente se clonaran en vectores o plasmidos generando
secuencias que permitan un analisis en diversas bases de datos (Escalante, Gosset,
Martinez, & Bolivar, 2004, pags. 583-594).

1.5.1. Meétodos morfoldgicos de identificacion.

Dentro de la investigacidn convencional existen métodos de tipo macro-microscépicos
y bioguimicos, que se basan en el estudio de las caracteristicas morfologicas y
fisioldgicas, esto conlleva un sin nimero de repeticiones hasta lograr un resultado
fiable, es por ello que es un proceso complejo. Dentro de los criterios macroscopicos
se analiza el aspecto de las colonias como su forma, elevacion, margen, color, olor y
otros; estos parametros se evaltan en un determinado medio de cultivo (Linares &

Solis, 2007, pag. 1).
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Los pardmetros microscépicos permiten analizar la formacion del tubo germinativo,
formacion de cépsulas, presencia ausencia de hifas (Mendoza, 2005, pags. 5-6) y
principalmente la morfologia del estado sexual y asexual, resultados que conllevan a
la identificacion de género, la desventaja de este método radica en el estado sexual de
reproduccion de la fase levaduriforme de los ascomicetes y basidiomicetes lo que
permite que una misma especie sea nombrada de una forma en el estado vegetativo

(anamorfo) y la otra en el estado sexual (Teleomorfo). (Orberd, 2004, pags. 15-19).

Para la identificacién microscdpica se emplean tinciones con colorantes simples como
el azul de metileno, lugol, azul de lactofenol que permiten aumentar el contraste de las
células preservando sus estructuras o tinciones diferenciales, que permiten distinguir
entre dos tipos de microorganismos como la tincion Gram, donde la mayoria de
levaduras se comportan como Gram positivos dado que la presencia del peptidoglicano

en su pared le otorga un color violeta a la célula (Garcia & Silva, 2006, pag. 333).

1.5.2. Métodos bioquimicos de identificacion.
Los métodos bioquimicos se basan en pruebas fisiologicas de fermentacién vy
asimilacién de fuentes de carbono, compuestos nitrogenados y otros compuestos que
intervienen en procesos metabdlicos. La desventaja que presenta este método radica
en su reproducibilidad ya que las fuentes de los compuestos se metabolizan por rutas
comunes Yy estos son controlados por varios genes (Lara, 2006, pag. 23). El método
bioquimico més empleado para identificacion de hongos es el sistema automatico
denominado RapID Yeast Plus System (Remel), los resultados son interpretados en
funcién de un software especifico o un libro suministrado por su fabricante, permite
identificar las levaduras a nivel de especie, teniendo en cuenta las mas comunes que

son alrededor de 43 especies de interes médico (Linares & Solis, 2007, pag. 16).
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Los errores que generan las pruebas bioquimicas tienen relacion a las caracteristicas
de las levaduras, al estar influenciadas por las condiciones de cultivo, la mayor
desventaja que presenta este método radica en la escasa diversidad de cepas que puede
identificar, puesto que el desarrollo principal de este método se di6 en torno a la salud

publica por medio de la caracterizacion de diversas enfermedades o agentes patdgenos.

1.5.3. Métodos moleculares de identificacion.
Los métodos moleculares son técnicas de biologia molecular que ofrecen resultados
rapidos, fiables y econdmicos; se basa en el analisis del ADN vy las diferencias que se
encuentran son conocidas como polimorfismo (Carro & Pifia, 2005, pags. 1-5). Un
polimorfismo representa el 0.1 % de las variaciones genotipicas de un individuo, “un
polimorfismo es considerado como tal cuando la frecuencia de uno de sus alelos en la
poblacién es superior al 1%.” (Checa M. , 2007, pag. 214), son empleados en
investigaciones bioldgicas y evolutivas; las variaciones fenotipicas de un individuo se
deben en mayor proporcion a la presencia de polimorfismos y en menor medida a
inserciones, deleciones, arreglos cromosémicos, mutaciones entre otros. La
herramienta mas empleada para este fin es la PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa), permite la amplificacién de secuencias altamente conservadas de ADNr
como son 5.8S, 18S y 26S, para su posterior comparacion con un amplio rango de
microorganismos a través del GeneBank (Verdugo, 2007, pag. 30).
1.5.3.1. Genes ribosomales.

Los genes ribosomales en organismos eucariéticos como las levaduras corresponden a
las unidades 5.8S, 18S y 26S; las comparaciones que se generan entre estas permiten
establecer relaciones filogenéticas. La informacidn de estos genes ribosomales permite
seleccionar oligonucledtidos especificos que amplifiquen determinadas regiones del

DNA por medio de PCR (Fernandez, 2003, pag. 12). En hongos el ADN que codifica
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para el ARN ribosomal esta distribuido en unidades a lo largo del genoma, cada unidad
formada por tres genes 5.8S, 18S y 26S que son secuencias codificantes y dentro de
estos de forma intercalada se encuentras los espaciadores internos transcritos ITS1 y
ITS2; segin Esteve, Belloch, Uruburu, & Querol (1999, pag. 330) son de gran
importancia en la identificacion taxondmica precisa, al ser secuencias no codificantes
y variables permiten establecer relaciones genealdgicas entre hongos por las
diferencias interespecificas que presentan, permitiendo distinguir los microorganismos
entre especies y generos. Los genes ribosomales presentan un bajo polimorfismo

intraespecifico y una alta variabilidad interespecifica atribuidos a los ITS 1 - ITS 2.

Genes ribosomales y disposicion de las secuencias ITS.

R

185 5.85 285
ITS 1 ITS 2

Figura 1. Diagrama de ubicacién region ITS y primers empleados en la amplificacion.

Adaptado de Macrogen, 2015 por M. Paredes & I. Yugsi, 2016.

1.5.3.1.1. Espaciadores internos transcritos (ITS).
Entre los genes ribosomales se encuentran los ITS, esta regién es parte de la unidad
transcripcional del ADN, pero este segmento no es incorporado en los ribosomas
maduros sin embargo intervienen en menor proporcién en la maduracién del ARN, las
deleciones que se presentan en algunas regiones ITS 1 pueden inhibir la maduracién
de una pequefia parte de la subunidad larga del RNA mientras que algunas deleciones

0 mutaciones puntuales en el ITS 2 favorecen el procesamiento de la unidad larga de
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RNA (Musters, Boon, Van der Sande, Heerikhuizen, & Planta, 1990, pags. 3990-

3992).

Ademas la region ITS es considerado un codigo universal para el estudio de
organismos del reino fungi, presenta una longitud comprendida entre los 500 y 800 pb
por lo tanto es sitios diana para la deteccion molecular y de estudios filogenéticos,
estas secuencias son cortadas y degradas durante la maduracion ADNr. Presentan una
alta probabilidad de identificacidn, contiene un cédigo de barras muy bien definido; la
region ITS en relacion a la region 5.8S que codifica para el ARNr de la subunidad
pequefia presenta mayor exactitud al momento de identificar especies de hongos, por
lo tanto se pretende establecer estas secuencias como el codigo de barras de la vida del
reino fungi a partir de la cual se pueden desarrollar diversos grupos taxondémicos
(Schoch, y otros, 2012, pags. 6241-6242). Estas regiones son amplificados por medio
de PCR con primers universales, para el caso de las levaduras tenemos ITS 1
(CCGTAGGTGAACCTGCGG), ITS 3 (GCATCGATGAAGAACGCAAGC) e ITS

4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC).

Los ITS muestran diferencias evolutivas y proporcionan informacion taxonémica de
los microorganismos, al presentar una evolucion lenta su variabilidad permite un
andlisis entre Ordenes, géneros y especies relacionadas; estas regiones son
relativamente pequefias (350-880 pb) por lo tanto facil de amplificar y alinear; las
variaciones que se presentan en los ITS son mutaciones puntuales y en menor
proporcion deleciones es por ello que entre las secuencias altamente similares se
encuentra pequefias variaciones que permiten desarrollar el andlisis filogenético
(Baldwin, y otros, 1995, pags. 248-249). Se consideran piezas de ARN no funcional
que presentan una presion evolutiva relativamente baja en secuencias de tipo no

funcionales.
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1.6.  Secuenciacion

La secuenciacion es uno de los métodos mas efectivos para determinar la diversidad
genética de un organismo, puesto que permite realizar una comparacion y analisis entre
la variacion de las secuencias de diversos taxones (Boysen, Borja, del Moral, Salazar,
& Rubio, 1996, pags. 174-175). Existen diferentes métodos para el analisis de
secuencias sin embargo la utilizacion de cada una de ellos infiere en la complejidad

del género a estudiar.

1.6.1. Secuencias Sanger.
Uno de los mas utilizados es el método de terminacion de cadena planteado por Fred
Sanger en 1974 y que con el trascurso de los afios se ha impuesto como una
herramienta Util; consiste en la replicacién de una cadena de ADN incorporando un
nucleétido sintético modificado llamado didesoxinucleotido (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP) que se caracteriza por la falta de un grupo hidroxilo en su carbono 3"y de esta
manera el nucle6tido termina la elongacion durante la replicacion de ADN. La reaccién
se lleva a cabo por cuatro diferentes mezclas, cada una contiene varias copias de una
cadena de ADN que sera secuenciada, también ADN polimerasa y cebadores
apropiados que han sido marcados radiactivamente. Dependiendo del
didesoxinucledtido incorporado, el sitio donde se encuentre la adenina, guanina,
citosina, timina se detiene la elongacion para que en la reaccion se formen fragmentos
de ADN de diferentes longitudes, la lectura la realiza una computadora que utiliza un
laser para leer la fluorescencia de los marcadores conforme a las bases que emergen

de un carril de electroforesis (Solomon, Berg, & Martin, 2013, pags. 331-336).
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1.6.2. NGS (Secuenciacion de la Nueva Generacion).

Los métodos moleculares de deteccion no son lo suficientemente sensibles para una
sola molécula por tal motivo NGS en algunos casos emplea clonacién in vitro o PCR
de emulsidn, esto convierte a este tipo de tecnologia en una poderosa herramienta para
estudios de genomica estructural y funcional, permitiendo desarrollar procesos como
la secuenciacion metagendmica para el analisis del ADN extraido directamente de las
comunidades microbianas sin la necesidad de realizar cultivos en entornos controlados
permitiendo identificar la diversidad presente en ambientes naturales (GenomaMayor,
2014).

La NGS se ha convertido en una herramienta valiosa en la investigacion cientifica, la
cual puede generar millones de pequefias secuencias de nucleétidos considerados la
base de los estudios bioldgicos contemporaneos ya que estudia la naturaleza y
dindmica de los acidos nucleicos, el problema de esta tecnologia hace referencia a la
dificultad del andlisis de los datos generados, falta de informacion para el ensamblaje
del genomas y al uso de la variedad de recursos computacionales dada la complejidad
del manejo de los k-mer (todas las posibles subsecuencias a partir de una lectura
obtenida mediante secuenciacién de ADN) (Fabbro, Scalabrin, Morgante, & Giorgi,
2013, pag. 5).

Los estudios de metagenomica involucran el desarrollo de librerias de ADN, “una
libreria es una coleccién de clones de vectores que contienen fragmentos de DNA
disefiada de tal manera que, mediante un determinado sistema de seleccion, se pueden
llegar a separar los clones de interés.” (Riquelme & Pinto, 2005, pags. 6,8). Estas
librerias permiten secuenciar un gen completo o una regién de un determinado
cromosoma. Teniendo en cuenta que en estudios de diversidad microbiana solo el 1%

de los microorganismos se pueden aislar con los medios actuales de cultivo se
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desarrolla el estudio de la actividad microbiana que permite analizar la diversidad
bioldgica de los microorganismos en su habitat y asi los consorcios microbianos se
benefician de esta tecnologia, al lograr una secuenciacién simultanea de todo el
material genético contenido en una muestra de ADN (Universidad Autonéma de
Madrid, 2005, pags. 1-2).
1.6.3. Tecnologia de secuenciacion.

Ilumina es considerada una tecnologia masiva de secuenciacion salié al mercado en
2006, tiene la capacidad de proporcionar alrededor de un millon de secuencias en una
sola corrida de 48 horas, estas secuencias tienen una longitud media de lectura entre
35 - 75 pb en condiciones de bibliotecas gendmicas esto hace mas facil su cartografia
(Guilles, y otros, 2011, pags. 1-2); presentan una alta precision de datos, aplicaciones
en gendmica, transcriptomica y epigenética.

Esta constituida de los siguientes procesos: incorporacion de adaptadores en los
extremos de la muestra de ADN, adaptacion de la muestra a la superficie de la célula
de trabajo, formacion del puente de amplificacion, formacion de doble conjunto de
moléculas en la parte solida del sustrato, desnaturalizacién del doble conjunto de
moléculas, amplificacion completa de las muestras en funcidn de una parte especifica
de la placa segun el nucleétido (generacion de clusteres), determinacion de la primera
base por excitacion con laser de los nucledtidos y reconocimiento del mismo,
determinacion de la segunda base, determinacion de la secuencia de bases del
fragmento, alineacion de datos y comparacion en funcion de una referencia de bases
(ILLUMINA Inc, 2014).

454 GS-FLX Titanium esta tecnologia cuenta con una combinacion de lectura larga
(250-400 pb), alta precision y rendimiento, tiempo de lectura 10 horas. Los pasos que

lleva a cabo esta tecnologia parten del uso de ADN purificado del cual se obtiene
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fragmentos de ADN, con adaptadores especificos en cada extremo para su posterior
adicion a una nanoesfera (contiene agua, aceite y los reactivos necesarios de PCR) que
permite la secuenciacion y amplificacion del fragmento. La amplificacion se genera
después de transcurridos algunos ciclos de PCR al final se obtienen los amplicones de
cada secuencia con su libreria repetida muchas veces. La secuenciacion emplea los
amplicones previamente generados a los cuales se les adiciona la enzima sulfurilasa y
luciferasa, estos son dispuestos sobre los pocillos de las placas para ser introducidas
en el secuenciador, en éste se genera una determinada fluorescencia en funcién de una
base, ésta es identificada por un software, que genera un pirograma de la secuencia en
cada pocillo, este proceso se realiza de forma ciclica hasta obtener toda la lectura de
la muestra (Medicina Molecular, 2009). Una vez determinadas las secuencias se

realiza un analisis de datos por medio de herramientas bioinformaticas.

1.6.4. Analisis bioinformatico de la secuencia.
La comparacion de las secuencias se desarrolla por medio de procesos bioinformaticos,
que permiten el analisis estructural y funcional de las nuevas secuencias obtenidas, la
comparacion se la realiza por medio de Bases de Datos (BD), se basa en un proceso
fundamental que consiste en el alineamiento simple o multiple de las secuencias y
comparacion en funcién de patrones presentes en BD esta comparacion permite
identificar la conservacion (muestra las relaciones evolutivas de secuencias diferentes)
y la variacion de patrones (refleja los cambios ocurridos durante la evolucion como
substituciones, inserciones y eliminaciones). El alineamiento de las secuencias sirve
para cuantificar la similitud (%), se expresa el porcentaje de residuos alineados que
son similares en cuanto a propiedades fisicoquimicas tales como el tamafio, carga, e
hidrofobicidad. Es un resultado directo de la observacion de un alineamiento de

secuencias y la homologia hace referencia a un origen evolutivo para un determinado
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organismo basado en un ancestro comun, ademas en la alineacion es importante tener
en cuenta el tamafio de las secuencias ya que mientras mas larga sean éstas, las
alineaciones al azar son poco probables (Rodriguez E. , 2013, pags. 4-21).

Con el fin de analizar los datos biologicos generados, se emplean tecnologias
computacionales, que estan relacionadas con el almacenamiento y procesamiento de
datos dentro de estas tenemos: bases de datos bioldgicas, bodegas de datos, mineria de
datos en bioinformatica y ademas de ello es importante el uso de herramientas de
software como herramientas de recuperacién de datos desarrolladas por la NCBI
(National Center for Biotechnology Information) que permite el acceso integrado a un
conjunto de dominio de datos, comparacion de secuencias . La herramientas de
alineacion mas conocida es BLAST (Basic Local Alingment Search Tool o algoritmo
de comparacion de secuencias), ésta permite realizar un alineamiento de secuencias y
determina la similitud que existe entre ellas (Echenique, Selva, Meier, Roncallo, &
Schrauf, 2010).

Este algoritmo presenta tres etapas: la primera ensemillado o seeding que consiste en
buscar palabras claves dentro de los alineamientos significativos cuya puntuacion sea
mayor a T (parametro de modificacion); la segunda corresponde a la extension emplea
las palabras claves gque son extendidas hacia los extremos del alineamiento empleando
el algoritmo de Smith —~Waterrman, hasta descender a la puntuacion de X; la tercera
corresponde a la evaluacion de los alineamientos generados estos son evaluados y se
determinan las inconsistencias de los alineamientos resultantes, a los cuales se les da
una puntuacion (High score pairs) para el calculo de la puntuacion final, de forma
paralela se determina el grado de significancia, E-Value, este parametro representa la
significancia estadistica del alineamiento que se desea obtener, por lo tanto mientras

mas bajo sea este valor, su alineamiento es significativo (Carfiizares & Blanca, 2015).
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Ademas existen herramientas de descubrimiento de patrones para el analisis de
clusters, herramientas de visualizacion de datos gendmicos, entre otros, este tipo de
software se los puede encontrar de diversos precios o de forma gratuita en el internet
(Meneses & Rozo, 2011, pags. 118-120).

Se debe tener en cuenta algunos parametros de informacion posterior al andlisis de la
secuencia como Query Coverage (QC) que indica el porcentaje de la longitud de la
secuencia que hemos introducido y que ha conseguido encontrarse en la base de datos
(valor éptimo es 100%), con este valor se logra establecer el genero al que pertenece
un microorganismo, Maxima Identidad (Ident) muestra el porcentaje de identidad
(nimero de coincidencias cada cien posiciones) que posee la secuencia que hemos
introducido con la secuencia de la base de datos, dentro de la longitud que ha
encontrado (valor 6ptimo > 98%) este valor nos indica la especie y E-value representa
un dato estadistico que indica cuanto se parece nuestra secuencia con la que ha
encontrado el software, cuando mas se acerque a cero mas se pareceran ambas
secuencias (Universidad Autdnoma de Madrid, 2009, pags. 5-6).

El analisis metagenomico es considerado muy complejo porque estudia de forma
integral un conjunto de genomas, sin la necesidad de que los microorganismos hayan
sido previamente aislados, englobando de esta forma la diversidad microbiana de una
determinada muestra; los datos que generan las plataformas de secuenciacion
asociadas a estos métodos proporcionan archivos de tamafios que van desde megas
hasta terabytes (Izard & Rivera, 2015, pags. 16-17).

El proceso de analisis metagendmico esta basado en los siguientes pasos: extraccion
del material genético, cuantificacion de ADN, fragmentacion, preparacion de la
biblioteca gendmica, secuenciacion nucleotidica, analisis de resultados (Macrogen Inc,

2015).
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Para el andlisis de resultados existen diferentes tipos de software que permiten la
interpretacion de los datos en crudo, en primera instancia se precede a eliminar
secuencias redundantes, para eliminar las secuencias que son repetidas y tienden
aparecer varias veces a lo largo de las datos generados, estas se agrupan en altamente
repetitivas que representan las secuencias de menor tamafio y medianamente
repetitivas con un mayor tamarfio, estas secuencias presentan un grado de homologia
variable (IIBCE, 2010). Con el fin de maximizar la homologia de las secuencias se
establece una secuencia consenso, en ésta cada base debe ser predominante en una
posicién; y entre ellas deben diferir en pocas posiciones, por ejemplo no masde 1 6 2
nucleotidos (Lewin, 1996, pag. 289).

Finalmente se realiza un alineamiento de las secuencias consensos (anexos 3y 4) a
través del programa bioinformatico, este proceso permite establecer el nivel maximo
de identidad, determinar el grado de similitud y la posibilidad de homologia entre
estas. En este punto se llevan a cabo procesos de filtracion que eliminan secuencias
que pueden ser falsas y los gap que son espacios introducidos para compensar las
deleciones o inserciones en una secuencia con respecto a otra, esto permite deducir
una puntuacién adecuada de un alineamiento. Los valores generados en BLAST
tienden a interpretarse en funcion de los siguientes pardmetros: QC (100%), Ident
(100%), E-Value (< = 0), los valores adecuados de estos parametros permiten

encasillar un determinado individuo dentro de una especie (NCBI, 1988).

21



2. Metodologia
El presente trabajo de titulacion empleé técnicas de Biologia Molecular vy

Bioinformatica para lograr identificar las cepas de estudio.

2.1.  Seleccion de muestras

Se selecciond 6 cepas de levaduras (tabla 1) que segun la investigacion “Aislamiento
y caracterizacion de taxa de levaduras presentes en el fruto de mortifio Vaccinium
floribundum y pitahaya Hylocereus sp, Selenicereus sp capaces de fermentar en
condiciones similares al mosto de uva” realizado por Coba P. (DIPA, 2013)
presentaron las mejores caracteristicas organolépticas como: fuertes olores frutales y
caracteristicos de la fermentacion, resistencia alcohdlica entre 10 y 12 %, alta y
mediana capacidad fermentativa, esto en comparacion a las 23 cepas que fueron

aisladas a partir del epicarpio escamoso del fruto de pitahaya.

Tabla 1.

Cepas aisladas del fruto de pitahaya, previo del trabajo de investigacion Bgf. Pablo
Coba.

Levaduras Descripcion
Cddigos  Resistencia  Capacidad Caracteristicas
Alcohdlica  Fermentativa organolépticas
NO003/2/F 10% Sl (medio) olores frutales
N002/3/D 10% Sl (medio)  Olor propio de la fermentacion
N009/3/D 10% Sl (medio)  Olor propio de la fermentacion
N010/3/D 12% Sl (alto) olores frutales
N011/3/D 10% Sl (bajo) Olor propio de la fermentacion
N019/3/D 12% Sl (alto) olores frutales

Nota: Adaptado del trabajo de investigacion realizado en UPS (2013-2014) a cargo del Bqgf. Pablo
Coba Santamaria por M, Paredes & I, Yugsi, 2016.
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2.2. Revitalizacion

La revitalizacion consistio en tomar las 6 cepas seleccionadas, que se encuentran
conservadas en los cryobank de los laboratorios de Ciencias de la Vida (CIVABI). Con
ayuda de un punzon estéril se tomd una perla del cryobank y se deposité en 10 ml de

caldo YPD, se incubd la muestra por 72 horas a temperatura de 28 + 2°C.

Se verifico la morfologia de las cepas empleadas a través de ensayos microscépicos;
las cepas del caldo YPD fueron sembradas en agar sabouraud para formacion de las
colonias; y su usé en posteriores ensayos microscopicos y procesos de extraccion de

ADN.

2.3. Ensayos microscépicos

Segun la investigacion realizada por Coba P. (DIPA, 2013) las cepas aisladas
constituian cultivos puros de levaduras, con el fin de verificar este parametro se empled
tinciones con azul de metileno y tincion Gram, ademas se evalud parametros

macroscopicos como forma, margen, color y elevacion.
- Tincion Gram

Se tomé una UFC (Unidades Formadoras de Colonias) con un asa de microbiologia
previamente estéril, se deposito la muestra sobre el portaobjeto, con la ayuda de un
cubreobjetos se hizo un frotis y se procedié a fijar la muestra cerca del mechero
procurando que esta se seque completamente. Se adiciond 3 gotas de cristal violeta
sobre la muestra o hasta que esté totalmente cubierta, dejar reposar un minuto, escurrir
y enjaguar; cubrir con lugol esperar 1 minuto, escurrir y enjaguar; cubrir con alcohol
cetona por 5 segundos, escurrir y enjuagar; finalmente cubrir con safranina esperar 1

minuto escurrir y enjaguar, dejar secar y observar al microscopio.
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- Tinci6n azul de metileno

Se tomo6 una UFC con un asa de microbiologia previamente estéril y se deposité a
muestra sobre el portaobjeto, se procede a realizar un frotis y fijacion de la muestra.
Colocar 2 gotas del azul de metileno sobre la muestra, dejar reposar 2 min y enjuagar
con agua destilada, dejar secar y observar al microscopio. La observacion en
microscopio primero se realizd con el objetivo de 40 x, para obtener una mejor
resolucion se coloca una gota de aceite de inmersion sobre el portaobjetos y se observa

con el objetivo de 100 x.

2.4. Re aislamiento de cepas

Las 3 cepas de consorcios fueron re-aisladas de la siguiente forma: se cultivo las cepas
en cajas petri con 25 ml agar YPD, se incub0 por 48-72 horas; se tomd Gnicamente la
UFC aislada con la ayuda de un punzon estéril y se la depositd sobre otra caja petri
con medio agar YPD, teniendo en cuenta todas las consideraciones de asepsia
necesarias, se las dejo incubar por 48-72 horas, las tinciones ayudan a evidenciar

diferencias morfologicas si existieran.

2.5. Extraccion de ADN.

Las 6 cepas de levaduras fueron inoculadas en matraces de 100 ml con 25 ml de medio
YPD Broth, incubadas por un lapso de 3 dias a temperatura de 28 * 2°C hasta obtener
una concentracion 4 en la escala de Mc Farland. Se tom6 2000 ul de cada muestra y se
deposité en microtubos de 2.5 ml, se colocd los tubos en la microcentrifuga a 15000

rpm por 10 min, se descarto los sobrenadantes y se llevo los tubos que contenian los
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pellets a estufa a un temperatura de 45 = 5° C por 3 dias hasta obtener el pellet

deshidratado (Salas, 2007).

Se utilizo el protocolo de extraccion propuesto por Raeder & Broda (2008, pags. 17-
20) con las modificaciones realizadas por De la Torre (2010): en microtubos de 2.5 mi
se coloco 45 mg de material celular seco de cada cepa, el cual fue sometido a
congelacién en nitrogeno liquido por 20 s y posterior maceracion con un pistilo estéril
por 5 segundos o hasta la obtencién de un polvo fino; se agregé 500 ul de una solucion
amortiguadora de extraccién (anexo 1) a temperatura ambiente y se incubé los tubos
por 10 min, posteriormente se afiadio 500 ul de fenol-cloroformo (50/50) a 4 °C, se

mezcld por 5 min y se realiz6 una posterior centrifugacion a 13000 rpm por 30 min.

El sobrenadante obtenido se transfirid a un nuevo microtubo Eppendorf de 2.5 ml y se
le afiadi6 400 ul de cloroformo frio (-20 °C), se mezcl6 por inversion 1 miny luego se
lo centrifugd a 13000 rpm por 5 min. El sobrenadante se transfirié a nuevo microtubo
con 4 ul de RNAsa (10 mg/ml) y se incub6 por 30 min a 37 °C. Se afiadié 500 ul de
isopropanol frio a 4 °C y se mezclé 3 min por inversion para incubar a - 20 ° C por 15
min para una posterior centrifugacion a 13000 rpm por 5 min. Se desechd el
sobrenadante, al pellet obtenido se le afiadio 500 ul de etanol al 70 % a -20 °C, se lo
mezcld por inversion y posteriormente se lo centrifugd a 13000 rpm por 5 min. Se
desechd el sobrenadante y se dejo secar el pellet por 20 min para a continuacion ser re
suspendido en 50 ul TE 1X y es almacenado a 4 °C si su uso va a ser inmediato o a -

20 °C si se lo va a conservar por un largo tiempo.

Se determino la calidad del ADN a través de una electroforesis horizontal en gel de

agarosa al 1.5 % con 10 ul de SYBR safe; en cada pocillo del gel se depositd 15 ul de
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muestra (5 ul de ADN y 10 ul Blue Juice 8x). La electroforesis se efectué a 90 V por
40 min; finalizado el proceso se visualizé el gel en el fotodocumentador y se genero

fotografias de los resultados.

Las muestras de ADN obtenidas fueron cuantificadas por medio del espectrofotometro
NanoDrop, este equipo usa las longitudes de onda a 260 nm para calcular la
concentracion de &cidos nucleicos donde la Densidad Optica (OD) 1 corresponde a ~
50 ng/ul y larelacion entre 260/280 nm generd valores entre 1.8 y 2, siendo este rango

el 6ptimo (Rada & Taboada, 1998).

2.6. Amplificacion region ITS.

Las 6 muestras de ADN fueron amplificadas por medio de PCR, se empled los primers
ITS 1 (5 CCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS 4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") y se probd dos protocolos de amplificacion, el
primero se baso en el siguiente programa de PCR, un ciclo inicial de desnaturalizacion
a 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion ciclica a 95 °C por 3 minutos,
30 segundos de anillamiento (annealing) a 60°C, 1 min de elongacion a 72 °C y una
extension final de a 72 °C por 10 minutos (Mambuscay, Lopez, Cuervo, Argote, &
Osorio, 2013) esté en relacion al protocolo expuesto por (Fujita, Senda, Nakaguachi,
& Hashimoto, 2001) solo presenta una variacion en la temperatura de annealing 55°C

que en su estudio le permitio amplificar la region ITS.

Se probd diferentes volimenes de ADN entre 1.5 y 7 ul, dado que no se ha
estandarizado un protocolo para nuevas especies en estudio, ademas en la mezcla para

PCR se empled el reactivo PCR SuperMix de Invitrogen en conjunto con otros
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componentes que se detallan en la tabla 2. Los productos de PCR fueron visualizados
en gel de agarosa al 0.75 % con el fin de evidenciar la amplificacion de las secuencias

ITS.

Tabla 2.

Componentes de la mezcla para amplificacion en PCR de region ITS.

Reactivo Volumen ( concentracién final)
PCR SuperMix (Tag ADN 45 ul (1X)
polimerasa, Mgz Yy dNTPs)
Primer Forward (ITS 1) 1ul (0.2mM)
Primer Reverse (ITS 4) 1ul (0.2 mM)
ADN Entre 1.5 ul y 7 ul (<500 ng)
Agua libre de RNAsa c.s.p 50 ul

Nota: Componentes para mezcla de PCR.

Elaborado por M. Paredes & I. Yugsi, 2016.

2.7.  Secuenciacion
Este proceso permitié obtener varias copias de diversos fragmentos de ADN de una

determinada muestra, para su posterior analisis.

2.7.1.  Secuenciacion de cepas puras.
Este proceso se llevd a cabo en la empresa Macrogen (Corea), que utilizo la
secuenciacion a gran escala desarrollada por “Applied Biosystems”, especificamente
el modelo “3730XL”, este equipo trabaja utilizando el método Sanger y genera
resultados a las 48 horas, consta de un apilador integrado a la placa, lector de codigo
de barras interno y sistema de entrega de polimero a bordo. De las 6 muestras
amplificadas en el laboratorio, se envido 30 ul del producto de PCR para la

secuenciacion; esta consistio en una sintesis enzimatica de los amplicones de secuencia
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complementaria al ADN molde, en el extremo 3" se afiaden los dNTP's, por la accién
de la ADN polimerasa se afiaden de manera aleatoria los ddNTS's estos estan
marcados de forma fluorescente y difieren en la falta del grupo hidroxilo del carbono
3" evitando la formacion del enlace fosfodiester entre la cadena de crecimiento y el
nuevo nucledtido. El resultado de la secuenciacion fue analizada mediante el BLAST
(nucledtidos) en la base de datos NCBI para la identificacion de las especies.
2.7.2.  Secuenciacion de consorcios.

De los tres consorcios presentes solo se enviaron dos muestras a secuenciar, esto
debido al alto costo de los procesos tecnologicos, las dos cepas fueron escogidas en
funcién de sus propiedades organolépticas. En Macrogen, se empled el equipo Roche
de tecnologia 454 GS-FLX; este equipo analiza todas las secuencias posibles
generadas por rangos de lecturas, proporciona datos de hasta un millon de secuencias
y ademas utiliza el método de la polimerizacion de ADN donde se incorpora un
nucle6tido marcado con fluorescencia que impide que la cadena siga creciendo. Tras

detectar la sefial fluorescente, se elimina el grupo protector.

Este proceso tecnoldgico consiste en reducir las muestras a una libreria de fragmentos
de 300-800 pb de longitud, a estos se les afiade adaptadores A y B en sus extremos,
estos adaptadores presentan secuencias de hibridacién para la posterior amplificacién
y secuenciacion de los fragmentos; el adaptador B se encuentra biotinada esto permite
la inmovilizacion de la libreria en las nanoesferas por la afinidad que presenta la
estreptoavidina hacia la biotina posteriormente la secuenciacion se basa en la sintesis
de la cadena complementaria gracias a la DNA polimerasa (Life sequencing, 2008).
En la amplificacion se emplean los primers ITS 1 e ITS 4, se realizan copias del mismo
fragmento, la identificacion de las secuencias se realiza por un sistema basado en

la pirosecuenciacion, es decir re-secuenciacion de genomas completos.
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2.8.  Andlisis de las secuencias
Para este proceso se emplearon herramientas Bioinformaticas disponibles en la web y

de libre acceso.

La informacion obtenida del secuenciador automatico de Sanger es guardada en
ficheros binarios en formato abi. Estos ficheros pueden ser leidos en distintos
programas de software libre, ademas también se pueden generar formatos de tipo scf.
El andlisis de estas secuencias se hace por medio de los electroferogramas generados
a partir de estos archivos, que permiten obtener toda la secuencia completa de
nucledtidos, este proceso se realiza de forma automatica por medio de programas que
leen este tipo de formatos. Una vez obtenida la secuencia de interés se procede a una
comparacion por medio de la alineacion, esto permite identificar patrones de caracter
comun, todo esto en relacion a las diferentes bases de datos disponible como NCBI, y
con el uso de distintos algoritmos de busqueda como BLAST; una vez establecidos los
patrones de similitud se puede inferir en la identificacion de un determinado
organismo, establecer relaciones evolutivas y comparacion de genomas (Meneses &

Rozo, 2011, pag. 117).

Los datos generados a través de NGS son de tipo sff , para su analisis fue necesario
realizar una conversion previa de los archivos a formato FastaQ , esto se realiz6 por
medio del software bioinformatico Geneious R8 (Biommatter Ltd. 2005-2012), en este
proceso ademas se eliminan secuencias redundantes que interfieren en los resultados
finales, el alineamiento se genera de forma subsecuente para establecer secuencias
consensos que al ser alineadas permitan realizar una comparacion entre las diferentes

bases de datos. Una vez realizadas las comparaciones en relacion a las bases de datos
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se evaluaron a través de BLAST los parametros de QC, E-Value e Ident, para

establecer si un organismo pertenece o no a una determinada especie.

2.9. Conservacion

Las levaduras identificadas fueron sometidas a un proceso de congelacion en
Cryobanks a -80 °C, que permite tener un material celular disponible y de calidad por
varios afos; una vez que se logro la identificacion de las cepas se conservaron en
Cryobank y se encuentran almacenadas en los laboratorios de Ciencia de la Vida de la
Universidad Politécnica Salesiana (CIVABI). Este proceso se llevé a cabo de la
siguiente manera, con un asa de siembra estéril y cerca del mechero se tom6 una UFC
del cultivo seleccionado y se depositd la muestra dentro del tubo Cryobank que
contiene la sustancia de crio conservacion y las perlas, se procede a homogenizar la
muestra permitiendo de esta forma que el microorganismo se adhiera a las perlas y
posteriormente con la ayuda de una micro pipeta de 1000 ul se procede a retirar, tanto
fluido de crio conservacién como sea posible finalmente se los traslado al congelador

(-80 °C) hasta su posterior uso.
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3. Resultados y discusion

3.1. Ensayos macro - microscopicos

La observacion macroscopica de las 6 cepas mostré que en su mayoria presentaron
caracteristicas como forma circular, margen irregular y coloracion crema — blanca. Por
otro lado las microscopias mostraron que las cepas se comportan como gran positivas,
y su morfologia presenta una forma eliptica — circular. Como mencionan Kurtzman,
Fell, J., & Boekhout (2011, pags. 3-4), se debe tener en cuenta que las caracteristicas
macroscopicas no muestra todas las caracteristicas genotipicas que puede presentar
una cadena simple y cuya variabilidad constituye una descripcién mas acertada de una

determinada especie.

Las cepas NO002/3/D, N009/3/D y NOO03/2/F corresponden a cultivos puros de
levaduras, mientras que las cepas N010/3/D, N011/3/D y N019/3/D corresponden a
consorcios microbianos que no pudieron ser aislados en el proceso de re-siembra (tabla
3). Por lo que se supone una retroalimentacion entre los individuos de las cepas
(Hoffner & Barton, 2014). Las caracteristicas macroscopicas presentan similitud entre
las diferentes muestras, mientras que las caracteristicas microscéopicas son altamente
variables. En funcién de su morfologia los consorcios tienen una cinética de
crecimiento, que una vez transcurrido el tiempo del ensayo estas se encuentran en la
fase estacionaria en la cual el crecimiento es nulo y al no multiplicarse su morfologia
se mantiene constante, de tal forma al evidenciarse dos morfologias marcadas se puede

hablar de consorcios esto acorde a lo mencionado por Hidalgo (2011, pag. 586).
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Tabla 3.

Descripcion macro y microscépica de la cepas aisladas del fruto de pitahaya
(Stenocereus queretaroensis f.a.c Weber).

DESCRIPCION
CODIGO MACROSCOPICA DESCRIPCION MICROSCOPICA
ELEVACION: Conwexa ’ Tincién Gram (+) Violeta
FORMA: Circular CAMPO: 100 X
MARGEN: Irregular ESTIMADO: eliptica
N002/3/D COLOR: Crema
Resistencia Alcohdlica : 10%
TAMANO: 3 mm Caracteristicas organolépticas: Olor frutal
ELEVACION: Hlevada FIJACION: Azul de metileno
FORMA: Circular CAMPO: 40 X
MARGEN: Irregular ESTIMADO: Hiptica
NO009/3/D COLOR: Crema Resistencia Alcohélica : 10%
Caracteristicas organolépticas: Olor propio de
la fermentacion
TAMARO: 3 -4 mm
ELEVACION: Convexa e Tincion Gram (+) Violeta
FORMA: Circular i) , |CAMPO: 100 X
MARGEN: Irregular ESTIMADO: Consorcio
LOR: 4
NOL/3ID COLOR: Crema coy ’ “ "\\I Resistencia Alcohélica : 12%
% \0.\ A Caracteristicas organolépticas: Olor propio de
. ', & la fermentacion
-
-"‘-' ) - I\ 5
TAMARNO: 3 mm
ELEVACION: Plana Tincion Gram (+) Violeta
FORMA: Circular ‘- ) ‘ s CAMPOQ: 100 X
MARGEN: Irregular 3 - » ESTIMADO: Consorcio
COLOR: Crema ¢
NOLY/3/D - J Resistencia Alcohdlica : 10%
-
\ s Caracteristicas organolépticas: Olor propio de
' la fermentacion
TAMARO: 2 mm
ELEVACION: Umbilicada e, e o ;c\’»? Tincion Gram (+) Violeta
FORMA: Circular 3 CAMPO: 100 X
MARGEN: Irregular X ESTIMADO: Consorcio
COLOR: Crema
N 100
NO19/3/D Resistencia Alcohélica : 12%
Caracteristicas organolépticas: Olor propio de
la fermentacion
TAMARO: 4 mm
ELEVACION: Convexo FIJACION: Azul de metileno
FORMA: Circular CAMPO: 40 X
MARGEN: Irregular ESTIMADO: Hliptica
COLOR: Blanco
Resistencia Alcohélica : 10%
NOO3/2/F
Caracteristicas organolépticas: Olor frutal
TAMANO: 4 mm

Elaborado por M, Paredes & I, Yugsi, 2016.
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3.2.  Extraccion de ADN y cuantificacion

El protocolo de extraccion fue exitoso en las 6 muestras seleccionadas, tomando en
cuenta que el gel de agarosa presenta bandas con una adecuada calidad de ADN al no
evidenciar degradacion del mismo (figura 2) es decir alto peso molecular libre de
proteinas, fenoles entre otros. (Rada & Taboada, 1998, pag. 63). Segun
FERMENTANS Life Sciences (2010) la calidad del ADN extraido esta en relacion a

la intensidad entre las bandas de ADN y la ausencia de smear principalmente.

Extraccion de ADN en gel de agarosa

PM

|N002 N009 NO010 NO11 NO19 N003 |

>2000 pb

Figura 2. Resultados electroforesis de la extraccién de ADN de las cepas seleccionadas.

Elaborado: M. Paredes & 1. Yugsi, 2016.

A través de espectrofotometria se logré cuantificar las moléculas de ADN gendmico,
se midi6 la absorbancia de la muestra a 260 nm ya que éste representa el espectro de
absorcion de la molécula de ADN y 280 nm que muestra el espectro de una proteina;
se presentd concentraciones entre 295 y 715 ng/ul (tabla 4) la relacion 260/280 mostrd
un valor promedio de 1.87, el rango 1.8 - 2 representa el ratio especifico para ADN y

ARN; pardmetro que mostré una Optima calidad de ADN, en consecuencia estos
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valores estan dentro de los limites establecidos, segun lo expuesto por Guevara y otros

(2009, pags. 26-27).

Tabla 4.

Resultados de la cuantificacion por medio del equipo NanoDrop.

Sample  User Date Time ng/ul A260 A280  260/280
ID ID

NO09  Default 10/12/2015  9:50 715,39 14,308 7,42 1,93

NO10  Default 10/12/2015  9:51 533,03 10,661 5,901 1,81

NO011  Default 10/12/2015 9:51 633,97 12,679 6,682 1,9

NO19  Default 10/12/2015  9:52 295,69 5,914 3,253 1,82

Nota: Datos obtenidos en el equipo NanoDrop, Pontificia Universidad Cat6lica del Ecuador, 2015.

Elaborado por M. Paredes & I. Yugsi, 2016.

3.3. Amplificacion de la region ITS

Se empled el primer forward ITS 1 y reverse ITS 4, estos tienen la capacidad de
amplificar las regiones internas transcritas 1 y 2 y con ello la codificacién de la
secuencia 5.8 S de un gran grupo de hongos. De acuerdo a los estudios realizados por
Kendall & Rygiewicz (2005, pags. 2,4) la region ITS es lo suficientemente variable
por lo cual es empleada para una identificacibn taxonémica precisa entre

microorganismos.

La temperatura de annealing se fijé a 60°C, ésta mostro una amplificacion clara de las
regiones ITS en relacion a la temperatura de 55 °C como se muestra (figura 3y 4); esta
region presentd un tamafio aproximado de 350 pb esto hace relacion a los estudios
realizados por Fujita, Senda, Nakaguachi, & Hashimoto (2001, pag. 3619) donde

menciona que los rangos establecidos para la region ITS van desde 350 hasta 880 pb.
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Tamay de Dios, Ibarra, & Velasquillo, (2013, pag. 71) indica que una concentracion
adecuada de ADN es de gran importancia puesto que este es el elemento principal en
la PCR y permite una adecuada interaccion de los demas componentes como Taq ADN
polimerasa, primers, dNTPs, Mg+, buffer y agua y es por ello que el volumen de ADN
empleado tuvo una variacion entre 1.5 ul - 7 ul hasta la obtencion de bandas con una
intensidad adecuada, valores superiores a estos o inferiores no mostraron

amplificacion.

Amplificacion de las muestras, basado en el protocolo de Fujita, Senda, Nakaguachi,
& Hashimoto (2001).

PM N0O2 N00? NOI0 NO11  NOI® NOO3

350 pb

—
e
—
—
—_—
-

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa, amplificacion de la region ITS en la reaccion de PCR con
temperatura de annealing 55°C.
Elaborado por M. Paredes & I. Yugsi, 2016.

Amplificacion de las muestras, basados en el protocolo de Palmerin, Guevara,
Villasefior, & Perez (2001).

PM Ixooz NOO®  NOIO NO1l  NOI® xoo3|

350 pb

I (U

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa, amplificacién de la regién ITS en la reaccion de PCR con
temperatura de annealing 60°C.
Elaborado por M. Paredes & I. Yugsi, 2016.
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3.4.  Secuenciacion Sanger.

Los resultados de secuenciacion Sanger de las seis cepas enviadas a Macrogen — Corea
(tabla 5) permitieron identificar como Pichia kudriavzevii a las muestras NO03/2/F y
N009/3/D, tras analisis BLAST presentaron Ident 100% y QC 100% (figura 5). En
relacién a los estudios expuestos por Chang, Ming, Lie, & Abdul (2012, pag. 10) la
especie Pichia kudriavzevii, es conocida como un anamorfo (fase imperfecta asexual
de un ascomycete) de la especie Candida krusei, presentando alta capacidad
fermentativa y aporta bouqué a las bebidas fermentadas. Se identificd la muestra
N002/3/D como Fungal sp. con Ident 100% y QC 100%, segun Pratic, Rastogi,
Sharma, Kumar, & Prasad (2014, pags. 21-22) tienen la capacidad de transformar
diversos sustratos, sus productos metabdlicos son empleados como agentes de

biocontrol, este individuo corresponde al reino fungi.

Tabla 5.

Resultados generados por Macrogen (Corea), secuenciacion estandar simple.

Query Subject
Name AC Gene Ref. Length |Start |End
NO002/3/D [KF057556)Fungal sp. http://www.nchi.nlm.nih.d438 111 366

NO03/2/F [FJ231421.|Pichia kudriavzevii [http://www.ncbi.nim.nih.d440 80 242
N010/3/D |-
N009/3/D |FJ231424.[Pichia kudriavzevii |http://www.ncbi.nlm.nih.q440 75 251
N011/3/D |- - - - - -
N012/3/D |- - - - - -
Nota: Adaptado de Macrogen, 2015 por M. Paredes & 1. Yugsi, 2016.
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Alineamiento en BLAST

1t Alignments )

Max | Total |Query| E

Ident = Accession
score SCore cover value

Description

3733 3733 100% 00 100% KP7206141

B 361 9% 00 9% AFIZ6177A

Secuencia:
ggcgtgagcggaacgaaaacaacaacacctaaaatgtggaatatagcatatagtcgacaagagaaatctacgaaaaaccaacaaaactttccacc
acggatctcttggttctcgcatccatgaagagcgcagcgaaatgggatacctagtgggaattggagecctcgtgaatcatccagttcttgaacgceac
attgcgcccctcggeattccggggggcatgectggttgagegtectttcectctigegegtgegcagagttgggggageggaacggaccacctgta
aagagcgtccgaactgccactcccctgaaagggagcgaaactgggcgaacgaactagactttttttcagggacgcettggcggecgaaagegagt
ggtgcgagaccaccaaaagctcgacctccaatcaaggaggaatacccgcetgaacttaa

Max | Total Query E

Ident | Accession
score | score cover value

Description
ne_partial sequence: internal spacer 1.and 588 ribosomal RNAgen ngintern 809 803 100% 00 100%
uence; internal spa and A ndintern 634 634 81% 4e-178 99%

andinteral ranscribe 520 520 83% 1e-143 92% K

nce: internal i spacer 1 and 588 rib mal RNA gene. comp

Pichia kluyveri isolate 34 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal spaeer 1, § 85 ribosomal RNA gene. and internal spacer 2 complete sequence 518 518 84% 5e-143 92% KT1751951

Secuencia:
gtgaacctgcggaaggatcattactgtgatttttaattttaacacatgcgtgagcgcactaaacacctaaaattgtaatacacaccagtcaacaaagtttt
aacaaaacaaaactttcaacaacggatctcttggttctcgcatcgatgaagagcgcagcgaaatgcgatacctaatgtgaattgcagcecatcgtgaat
catcgagttcttgaacgcacattgcgecccccggtattccgaggggcatgectgtctgagegtegtttecttcttgcgcaagcagagttgaggactttg
cggagtctttgaaacggaacgtcgtggacgaagtgaactaaacattagagcgctttggccgecgaactattttcgggagtttggttttttttttectttgg
ggaaagagagacccggctctggaaaactaagctcgactc

Figura 5. Descripcion secuencia de Pichia kudriavzevii. Descripcién secuencia Fungal sp.

Elaborado por M. Paredes & 1. Yugsi, 2016.

Segun la investigacién realizada por Coba P. la muestra NO03/2/F corresponde a la
especie Cr. albidus con 86 % de probabilidad y C. tropicalis 14% y la muestra
NO009/3/D corresponde a una especie no identificada posterior a la aplicacion de la
prueba RapID Yeast Plus System; sin embargo posterior a la secuenciacion Sanger
estas corresponden al individuo Pichia kudriavzevii. La revision bibliogréfica de las
microscopias corroboro el resultado Sanger debido a la fase imperfecta asexual de la
especie esta presenta caracteristicas similares a Candida krusei segun lo descrito por

Fleishman & Sripuntanagoon (2011, pag. 6) como se observa en la figura 6 .
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Microscopia

Fotografia investigacion Fotografia referencia bibliografica

NO009/3/D: Pichia kudriavzevii

Candida krusei, Visualizacion de células
400x. Tomada por Fleishman &
Sripuntanagoon (2011, pag. 3).

NO0O03/2/F: Pichia kudriavzevii

Figura 6. Comparacion morfoldgica de cepas de levaduras de la investigacion de Coba P. con
referencia bibliogréfica.

Elaborado por M. Paredes & I. Yugsi, 2016

3.5.  NGS (Secuenciacion de Nueva Generacion) metagenoma

Las muestras N019/3/D y N0O10/3/D (anexo 2) generaron un total de lecturas entre
14500-15500 respectivamente (figura 7), el nimero de secuencias generadas hace
relacién al proceso de clonacién que se gener6 en funcion de los fragmentos de ADN
molde. La clonacion empieza con un nimero bajo de clones generados al azar hasta
Ilegar a un punto de saturacion que representa las copias necesarias para establecer una
biblioteca gendmica que puede inferir en la n repeticion de un mismo fragmento. Por

tal motivo, mientras més grandes sean las bibliotecas hay mayor certeza de que el
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genoma de interés este representado y hay una probabilidad del 99% de encontrar el

fragmento de interés (Departamento de quimica bioldgica, 2009, pags. 2-3).

Total de lecturas por muestra

NO19

NO10

14000 14500 15000 15500

Figura 7. NUmero de lecturas por muestra analizada. Tomado del reporte FLX Raw Data generado por
Macrogen, 2015.

Elaborado por M. Paredes & I. Yugsi, 2016.

El tamafio promedio de la muestra N010/3/D corresponde 363.5 pb y para la muestra
N019/3/D 317.7 pb (figura 8), estos valores se encuentran comprendidos entre el rango
de 350-880 pb que representa el tamafio de la regiéon ITS de acuerdo al estudio
realizado por Baldwin, y otros (1995, pags. 248-249) y Guilles, y otros (2011, pags. 1-

2).

Tamafo Promedio de las lecturas por muestra

NO19

NO10

280 300 320 340 360 380
Tamaiio de las lecturas de las muestras

Figura 8. Tamario de las lecturas de las muestras N010 y NO19. Tomado del reporte FLX Raw Data
generado por Macrogen, 2015.

Elaborado por M. Paredes & 1. Yugsi, 2016.
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El tamafio esperado de la libreria N010/3/D es 569 y de la N019/3/D es 568, estos
valores se encuentran dentro del tamafio esperado a la formacién de la libreria que
corresponde a 560 pb generada por Macrogen (figura 9). Segun Agilent technologies,
Inc. (2013, pags. 21-22) la calidad de una libreria esta en funcion de: la definicion de
todos los picos, una linea de base plana, identificacion de ambos marcadores; por lo

tanto la variacion de uno de estos parametros tiende a afectar la calidad de la libreria.

Calidad de Librerias, NGS

[FU] 10 [FU] 9

< @

2000

1000

! 1000 L]

e
Q\Iw«ﬁlzww&
P 0 P

Figura 9. Cuantificacion Librerias N010 y N019, NGS. Tomado del reporte FLX Raw Data generado
por Macrogen, 2015.

| | &

T T T T T T T
100 120 140[s] 40 60 80 100 120 140[s]

Elaborado por M. Paredes & I. Yugsi, 2016.

Los parametros que a continuacion se describen (tabla 6), estan dentro de las medidas
establecidos por Macrogen, por lo tanto se procedié a generar las secuencias de

nucleotidos para su posterior analisis de identidad.

Tabla 6.

Datos generados proceso NGS, Macrogen - Corea.

Muestras Calidad del Calidad Libreria (NGS)
ADN ng/ul moléculas/ul  tamafio (bp)

N010/3/D 57,169 1,34 x 10 560

N019/3/D 46,446 1,53 x 10 1 560

Nota: Adaptado de 1512KFT-0020 - Macrogen, 2015 por M. Paredes & I. Yugsi, 2016.
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3.6.  Analisis de secuencias

En el consorcio N010/3/D (anexo 5), se identifico que puede estar formado por
individuos probablemente del orden Saccharomycetales con QC 99% e Ident 92% vy
el género Pichia sp. con QC 99% e Ident 91% posterior al anélisis de las secuencias

en BLAST (figura 10) como muestra la siguiente tabla.

Tabla 7.
Datos generados en BLAST, muestra NO10/3/D.

Consorcio N010

Individuos
QC (%) E-value Ident (%)
Saccharomycetales 99 0.0 92
Pichia sp. 99 3E-159 91

Elaborado por M. Paredes & I. Yugsi, 2016

Resultados andlisis BLAST de secuencias consenso.

Max | Total |Query E

Description Ident Accession

score score| cover  value
Saccharomycetales sp. LM359 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 662 662 99% 00 92% EF0B06761
Pichia kluyveri strain PMM10-17421 isolate ISHAM-ITS 1D MITS2782 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; internal spacer1.5.85 ribosomal 658 658 99% 00 92% KP132503.1

Secuencia :
gttctgggcecgceacgegegctacactgacggagecagceaagtatatecttggtcgagaggeccgggtaatctcgtgaaacteegtegtgetgggg
atagagcattgtaatttttgctcttcaacgaggaattcctagtaagcgcaagtcatcagcttgegttgattacgteectgecctttgtacacaccgecegt
cgctactaccgattgaatggcttagtgaggcetccaagattggegecgegggaggggcaactttcccatggegcetgaaaattcagtcaaacttggtea
tttagaggtcgtaaaagtcgtaacaaggtttccgtaggtgaacctgcggaaggatcattactgtgatttatatcttatacacatgcgtgagege

Max | Total | Query E

Description Ident  Accession

score | score | cover  value
Pichia fermentans strain E224 internal transcribed spaer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequence: and internal transcribed spacer 2 571 571 99% 3e-159 91% KF468218.1
Saccharomycetales sp. LM359 188 ribosomal RNA gene. partial sequence 571 571 9% 3e-159 91% EFO0G0676.1

Secuencia:
cttggtcatttagaggaagtaaaagtcgtatttaggtttccgtaggtgaaaaagecggaaggatcattactgtgatttatatcttatacacatgegtg
agcgcaccaaacacctaaaattgtaatactaattgtcagtaagtttcaacaaaacaaagcttttttcaacggatttcttggtictcgettggatage
gagcgcagcgaagtgcgatacctagtgtgaattgcagecatcgtgaatcagegagttcttgaatttagettgecgeccaaatggtattccatgagec
atgcctgagegagcegtegtttecttettgecgcaagecagagttgagaacaggcetatgectttttcgagcaggaacgtcgtggacgaagtgaactaa
gcatttagcacgctttagga

Figura 10. Resultado de analisis de BLAST en funcion de la secuencia consenso A 'y resultado de
andlisis de BLAST en funcién de la secuencia consenso B de la muestra NO10.

Elaborado por M. Paredes & 1. Yugsi, 2016.
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Para el consorcio N019/3/D (anexo 6) identificO que puede estar formado por
individuos del orden Saccharomycetales con QC 100%, Ident 99% y la especie Pichia
kluyveii con QC 100%, Ident 97% (tabla 8), posterior al andlisis de BLAST (figura

11).

Tabla 8.
Datos generados en BLAST, muestra NO19/3/D.

Consorcio N019

Individuos
QC (%) E-value Ident (%)
Saccharomycetales 100 0.0 99
Pichia kluyveii 100 0.0 97

Elaborado por M. Paredes & 1. Yugsi, 2016

Resultados analisis BLAST de secuencias consenso.

Max | Total Query E

Ident | Accession
score | score cover value

Description

Pichia kluyveri strain PMM10-1742L isolate ISHAM-ITS ID MITS2782 18S ribosomal RNA gene., partial sequence: internal transcribed spacer 1, 1376 1376 100% 0.0 97% KP132503.1

Pichia kluyveri strain PMM10-1033666L isolate ISHAM-ITS 1D MITS2781 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal ranscribed spaci 1349 1349 99% 0.0 97% KP132502.1

Secuencia:
ttctgcectttgtacacaccgceccgtegctactaccgattgaatggcettagtgaggcetccaagattggegecgegggaggggcaactttcecatgge
gctgaaaattcagtcaaacttggtcatttagaggtcgtaaaagtcgtaacaaggtttccgtaggtgaacctgcggaaggatcattactgtgatttatatct
tatacacatgcgtgagcgcacaaacaccagcaattgtaataatagcettgtcactaagttttagcaaaacaaaactttcaactttggatctcttggttcteg
catcgatgaagagcgcagcgaaatgcgatacctagtgtgaattgcagcecatcgtgaatcatcgagttcttgaacgcacattgegecccatggtattce
atggggcatgcctgtctgagegtegtttecttctttcgcaagcagagtt

Max | Total Query E

Ident  Accession
score score | cover |value

Description

Saccharomycetales sp. LM359 188 ribosomal RMA gene, partial sequence 1666 1666 100% 00 99% EF0B0AT7E1
Pichia Kluyveri strain PMM10-1742L isolate ISHAMATS 1D MITS2782 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, £ 1266 1266 81% 0.0 97% KP132503.1

Secuencia:
gttctgggcecgcacgcgcegctacactgacggagcecagcaagaatateettggtcgagaggeccgggtaatctcgtgaaacaccgtegtgetggg
gatagagcattgtaatttttgctcttcaacgaggaattcctagtaagcgcaagtcatcagettgcgttgattacgtccctgeccttagtacacaccgecc
gtcgctactaccgattgaatggcttagtgatgctccaagattggcgecgegggaggggcaactttcccatggcgcetgaaaattcagtcaaacttggte
atttagaggtcgtaaaagtcgtaacaaggtttccgtaggtgaacctgcggaagaatcattactgtgatttatatcttatacacat

Figura 11. Resultado de andlisis de BLAST en funcidn de la secuencia consenso A 'y resultado de
analisis de BLAST en funcién de la secuencia consenso B de la muestra NO19.

Elaborado por M. Paredes & 1. Yugsi, 2016.
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Segun lo expuesto por Rodriguez E. (2013, pags. 4-21) un valor adecuado para la
identificacion de un determinado microorganismo en un orden o género debe presentar
valores de QC 99-100% e Ident 98-100%; sin embargo los estudios realizados en la
Universidad Auténoma de Madrid (2009, pags. 5-6) indican que los parametros
aceptables para la identificacion de un microorganismo pueden estar entre los
siguientes parametros QC 99-100 % e Ident 97-100 %. Cuando los valores de QC e
Ident estan dentro de los parametros establecidos se puede llegar hasta la identificacion
de especie de un microorganismo, caso contrario si el valor de Ident esta fuera del

parametro solo se puede llegar a inferir en el género del microorganismo.

No se logro identificar el total de las especies que conformaban cada consorcio debido

a la baja variacién de la region estudiada (ITS 1 —5.85 — ITS 4).
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Conclusiones
El método de extraccion planteado por Raeder y Broda y modificado por Javier de la
Torre fue adecuado para la extraccion de ADN de levaduras, dado que generé altas
concentraciones de ADN entre 295.69 — 715.39 ng/ul libre de proteinas y fenoles que

permitio la amplificacion y secuenciamiento de las cepas de levadura.

La temperatura de annealing de 60°C fue la adecuada para la amplificacién de la region
ITS de las muestras puesto que presentd una banda clara y bien definida en el gel de

agarosa.

La técnica de Sanger permitié identificar las muestras N003/2/F y N009/3/D como
Pichia kudriavzevii sin embargo las diferencias microscopicas entre estas hacen

referencia a que esta especie es considerada como la fase anamorfa de Candida krusei.

La técnica NGS metagenomica permitié identificar que los consorcios N010/3/D y
N019/3/D estan conformados por Saccharomycetales, individuos del género Pichia sp.
y la especie Pchia kluyveii; sin embargo no se puede estimar todos los individuos que

conforman estos consorcios.

Las técnicas moleculares mostraron mayor especificidad en la identificacion de las
cepas de levaduras, en relacion a la aplicacion de la prueba bioguimica RapID Yeast

Plus System previa realizada por Coba P. (2013-2014) CIBAVI — UPS.

Los cryobanks son instrumentos adecuados para la conservacion de microorganismos
a corto, mediano y largo plazo, dandoles viabilidad a las células para posteriores

analisis
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Recomendaciones
Para investigaciones futuras se recomienda analizar la pureza de las cepas de estudio,
teniendo en cuenta las caracteristicas morfoldgicas, metabolicas, dindmica sobre el
sustrato y estado sexual; caracteristicas que estan relacionadas a la obtencion de

cultivos puros.

En cuanto a la amplificacion en PCR se sugiere revisar en lo posible todos los
protocolos empleados, definiendo todas las variables aplicables en funcién de la
variabilidad de los organismos, con la finalidad de optimizar recursos y el tiempo

destinado a este tipo de ensayos.

Se sugiere para posteriores estudios realizar un andlisis con los primers ITS 3 e ITS 4,

con el objetivo de identificar los polimorfismos en la region ITS 2.

Se debe tener en cuenta el acceso a las nuevas tecnologias moleculares y los tipos de
software relacionadas a estas, por lo que se sugiere destinar los recursos econémicos

necesarios para llevar a cabo estos analisis.

Se recomienda realizar futuras investigaciones, tanto en el campo molecular como el
bioinformatico dentro del pais, con el fin de establecer lazos tecnoldgicos que permitan

un analisis adecuado en los diferentes parametros de estudio.
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ANEXos

Anexo 1. Composicion para 10 ml de la solucién amortiguadora de extraccion.

0.5% de SDS 0.05g
(Dodecilsulfatosédico)

200 mM de Tris HCI pH 8.5 2ml

250 mM de NaCl 2.5ml

25 mM de EDTA 250 ul
Agua libre de RNAsa c.s.p 10 ml

Elaborado por M. Paredes & 1. Yugsi, 2016.
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Anexo 2. Reporte FLX Raw Data NGS metagendmica. Reporte disponible en :
http://lims.macrogen.com/NGS_DATA/1602/2016_02_04_FernandaParedes_9Samp
les.pdf
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Anexo 3. Ejemplo de agrupacion de secuencias de trabajo para muestra NO10 y
NO019 y posterior analisis.

Name & Desaription

101-150 50 nudeotide sequences
151-200 50 nudeotide sequences
201-250 50 nudeotide sequences
201-250 50 nudeotide sequences
251-300 50 nudeotide sequences
301-350 50 nudeotide sequences
351-400 50 nudeotide sequences
401-450 50 nudeotide sequences
451-500 50 nudeotide sequences
501-550 50 nudeotide sequences
551-600 50 nudeotide sequences
601-650 50 nudeotide sequences
651-700 50 nudeotide sequences
701-750 50 nudeotide sequences
751-800 50 nudeotide sequences
801-850 50 nudeotide sequences
851-500 50 nudeotide sequences
501-950 50 nudeotide sequences
951-1000 50 nudeotide sequences
1001-1050 50 nudeotide sequences
1051-1100 50 nudeotide sequences
1101-1150 50 nudeotide sequences
1151-1200 50 nudeotide sequences
1251-1300 50 nudeotide sequences
1301-1350 50 nudeotide sequences
1351-1400 50 nudeotide sequences
1401-1450 50 nudeotide sequences
1451-1500 50 nudeotide sequences
1501-1550 50 nudeotide sequences
1551-1600 50 nudeotide sequences
1501-1650 50 nudeotide sequences
1651-1700 50 nudeotide sequences
1701-1750 50 nudeotide sequences
1751-1800 50 nudeotide sequences
1800-1850 50 nudeotide sequences
1851-1900 50 nudeotide sequences
1501-1950 50 nudeotide sequences
1551-2000 50 nudeotide sequences

Elaborado por M.Paredes & 1.Yugsi, 2016, por medio del software Genious R8 (Biomatter Ltd)
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Anexo 4. Alineamiento de bandas consenso de nucle6tidos por grupo de la muestra
NO010.
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Elaborado por M. Paredes & 1. Yugsi, 2016 por medio del software Genious R8 (Biomatter Ltd).
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Anexo 5. Comparacion bandas consenso y secuencias BLAST de los consorcios
NO010/3/D.

Comparacién bandas consenso y secuencias BLAST

350 ars 400 425 450

sensus B - -
CEEOT G — FNA Z

W
52
os

Comparacién banda consenso A con banda extraida del BLAST EF060676 y comparacién banda
consenso B con banda extraida del BLAST HQ680960 de la muestra NO10. Software Genious R8

(Biomatter Ltd).

Elaborado por M. Paredes & 1. Yugsi, 2016.
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Anexo 6. Comparacion bandas consenso y secuencias BLAST de los consorcios
N019/3/D.

Comparacion bandas consenso y secuencias BLAST

1. Consencus A
2. KP132503 (Pi..

B.. -
gy

,\H
mo

Comparacién banda consenso A con banda extraida del BLAST KP132503 y Comparacion banda
consenso B con banda extraida del BLAST EF060676 de la muestra NO19. Software Genious R8
(Biomatter Ltd)

Elaborado por M. Paredes & 1. Yugsi, 2016.
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