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Resumen

El objetivo del trabajo es la identificacion molecular de levaduras empleadas en nutricion animal. La
tipificacion molecular se llevé a cabo mediante la técnica de PCR. Se amplificaron las regiones ITS,
interdelta y los microsatélites. Se amplificaron fragmentos internos de los genes MET2, b-tubulina y SC.
Los productos de amplificacion fueron separados e identificados mediante electroforesis horizontal. Los
resultados obtenidos nos permitié generar la huella genética de la cepa Levacrom de Saccharomyces
cerevisiae.

Abstract

The objective of this project is the molecular identification of yeasts used in animal nutrition. The
molecular classification was determined by the PCR technique. The regions ITS, interdelta, and
microsatellites were amplified, along with fragments between the genes MET2, B-tubulina, and SC. The
amplified products were separated and identified through horizontal electrophoresis. The obtained results
generated the genetic footprint of the strain Levacrom from the family Saccharomyces cerevisiae.

Palabras Clave Levadura; Levacrom; PCR (Polymerase Chain Reaction — Reaccion en Cadena de la
Polimerasa); Huella Genética, levaduras, Saccharomyces cerevisiae
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INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha incrementado de
manera importante el uso de complementos
alimenticios a base de levaduras enriquecidas con
metales, para la nutricion humana y animal. Este
tipo de levaduras pueden ser enriquecidas con
Selenio, Manganeso, Zinc y Cromo (lll), que
aportan no solo microelementos sino que
fortalecen el sistema inmunitario y las defensas
contra el estrés oxidativo en general. La levadura
con mayor uso en este tipo de industria es
Saccharomyces cerevisiae.

Huella Genética

Por lo que el objetivo de este trabajo es realizar la
tipificacion molecular de cepas de levaduras de
uso industrial, especificamente en la industria de
nutricion animal. La caracterizacion se realizd
mediante la técnica de la Reaccién en cadena de
la Polimerasa (PCR). La técnica de PCR se
caracteriza por su rapidez, sensibilidad y
reproducibilidad [1]. Usando la técnica de PCR se
puede identificar y diferenciar entre distintas cepas
de la levadura S. cerevisiae mediante la
amplificacion de distintos elementos génicos:

ITS (Internal Transcribed Spacers)

El analisis de algunas secuencias de genes
ribosomales muestra productos de amplificacion
diferentes. Las regiones ITS del rDNA contienen
secuencias no codificantes variables, las cuales
son Utiles para distinguir géneros y especies de
hongos, entre ellos Sacchromyces cerevisiae [1].

Regiones interdelta (81, 52, 612, 621)

Las secuencias interdelta son elementos que
flanquean los retrotransposones TY1 y TY2 en
levaduras. Aproximadamente 300 elementos
Deltas se han descrito en el genoma de la cepa de
laboratorio S288C. El numero y la localizacion de
estos elementos poseen una cierta variabilidad
intraespecifica que fue aprovechada para
desarrollar cebadores especificos (61, 62, 012,
021) utiles para diferenciar entre cepas de S.
cerevisiae [2].

Microsatélites

Microsatélites son secuencias cortas repetidas
usualmente menores de 10 pb, que se repiten en
tandem un elevado numero de veces. Su
frecuencia y tipo de repeticion varia en los
genomas de distintas especies, incluyendo
levaduras. Se trata de secuencias altamente
variables. La variacién se manifiesta normalmente
como diferencias en longitud entre los distintos
alelos del mismo locus, por ello es que son
empleados como herramienta para la identificacion
entre las distintas cepas de S. cerevisiae [1].

Gen MET2

El uso de PCR/RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) del gen MET2 fue propuesto para
diferenciar entre S. cerevisiae y S. bayanus. Para
ello es necesario utilizar enzimas de restriccion ya
gue en S. bayanus existe sitio de corte para la
enzima Pstl el cual no existe en S. cerevisiae, pero
en esta especie existe sitio de corte para EcoRI

[3].

Gen B-tubulina

La B-tubulina es una proteina abundante en las
células eucariotas y es el principal constituyente
de los microtubulos. Se ha reportado que el gen (3-
tubulina es un marcador ideal para el analisis a
profundidad de las filogenias y para grupos de
especies complejas [4].

MATERIALES Y METODOS

Las cepas utilizadas para este trabajo se muestran
en la Tabla 1. Estas levaduras forman parte de la
coleccibn de levaduras del Laboratorio de
Genética Molecular de Hongos de la Universidad
de Guanajuato. Las cepas fueron cultivadas en el
medio YPD sélido a 28 °C por 48 horas, para su
conservacion. Para la extraccion de DNA
gendémico las cepas fueron crecidas en medio YPD
liquido a 28°C por 18 horas, un agitador orbital. La
extraccion de DNA de las levaduras fue con las
técnicas convencionales empleando el Tissue
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Lyser 1l de Qiagen. Las reacciones de
amplificacion se realizaron en un termociclador
GeneAmp PCR 9700, Las reacciones se llevaron a
agregando en tubos de PCR, en orden, los
siguientes componentes: 1 pupL del cada
oligonucleétido (1 pg/uL), 1 yL de DNA gendémico
(100 ng/uL) de cada cepa, 9.5 pyL HPLC H20 y
12.5 pL de JumpStart™ Tag ReadyMix™,

Los oligonucleétidos y sus secuencias que se
usaron para las PCR se muestran en la Tabla 2.
Para la identificacién del DNA, los fragmentos
amplificados fueron separados mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa al
25% y 4 pyL SYBR ® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen). Los geles fueron fotografiados
empleando el equipo Chemi-Doc (Bio-Rad).

Tabla 1. Cepas de Levaduras empleadas

Cepa | Genotipo Referencia

1.BY4741 | MATa his3A1 leu2A0 Laboratorio de

met15A0 ura3A0 Genética Molecular de
Hongos

2.LCR1 Levacrom 2000 5-214-1 Levapan®

3.LCR2 Levacrom 2000 5-214-1 Levapan®

Tabla 2: Oligos empleados

Oligonucleétidos Secuencia

1.Delta 1 CAA AAT CAC CTATATCT

2.Delta 2 GTG GAT TTT TAT TCC ACC

3.Delta 12 TCA ACAATG GAATCC CAAC

4.Delta 21 CAT CTT AAC ACC GTA TAT GA

5.Microsatélites GTG5 | GTG GTG GTG GTG GTG

6. Microsatélites M13 GAG GGT GGC GGT TCT

7.MET2 Forward CGG CTC TAG ACG AAAACG CTC
CAAGAGCTG G

8.MET2 Reverse CGG CTC TAG AGA CCA CGA TAT
GCA CCA GGC AG

9.Tubulina Btub3 TGG GCY AAG GGT YAY TAY AC

10.Tubulina Btubdr GCC TCA GTR AAY TCC ATY TCR
TCCAT

11.SC1 AAC GGT GAGAGATTT CTG TGC

12.5C2 AGC TTG CAG TAT TCC CAC AG

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se emplearon las levaduras LCR1
y LCR2, dos aislados de levaduras empleadas en
la nutricion de ganado bovino. Para la realizacion

de la huella genética el primer paso fue aislar el
DNA gendémico de ambos aislados. A partir del
DNA aislado se amplificaron las regiones ITS y
como se puede observar en la Fig. 1. Se observa
una banda entre 900 pb y 800 pb en ambos
aislados. El tamafio del amplicon corresponde al
esperado para S. cerevisiae (880 pb), lo cual nos
indica que ambos aislados pertenecen a este
género y especie. Para tratar de averiguar si LCR1
y LCR2, son o0 no la misma cepa se realizaron las
siguientes reacciones de amplificacion:

Regiones interdelta

En la Fig. 2 se muestra el patrén de amplificacion
empleando los oligonucleétidos Delta 1:2. Dicho
patrén entre la cepa control BY4741 y las cepas de
Levacrom son diferentes. Mientras que en BY4741
se observan cuatro bandas entre 300 y 800 pb, en
LC1 y LC2 solo se pueden observar tres bandas
entre 300 y 500 pb.

Por el contrario, empleando la pareja de
oligonucleétidos Delta 12:21 (Fig. 3) y Delta 2:12
(Fig. 4) podemos observar un mayor nimero de
bandas de amplificacién en la cepas LC1 y LC2,
gue en la cepa control BY4741. En ambos casos el
patron de amplificacion en LC1 y LC2 parece ser
el mismo.

Empleando los oligonucledtidos para la
amplificacion de los Microsatélites (Fig. 5) los
patrones son casi lo mismos para la cepa BY4741
y las LC1 y LC2. Hay bandas cerca 2500 pb, 1100
pb y 650 pb y 400 pb en BY4741 y LC1y LC2. La
Unica diferencia apreciable es la banda de
alrededor de 375 pb, donde hay bandas para LC1
y LC2, pero no para la cepa control BY4741.

La amplificacion de un fragmento del gen de la -
tubulina (Fig. 6) genera un fragmento del tamafio
esperado (900 pb).

En la Fig. 7 se muestra la amplificacion de un
fragmento del gen MET2 corte de EcoRI, de un
tamafio de 600 pb. Este fragmento al digerirlo con
la enzima Pstl no se observa corte (Fig. 8), sin
embargo al digerirlo con la enzima EcoRI, se
generan dos bandas, de 400 y 200 pb. En S.
bayanus, si existe un sitio de reconocimiento para
la enzima Pstl en el gen MET2, y no para EcoRl,
este resultado nos confirma que las cepas LC1 y
LC2 corresponden a Saccharomyces cerevisiae.
Empleando los oligonucleétidos especificos SC1 y
SC1 se observan en las tres muestras una
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amplificacion de 1170 pb (Fig. 9) lo que nos
confirma dicho resultado, si ambas cepas
rtenecie na L%zespecie bayanus, no existiria
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FIGURA 1: Amplificacion de
IT's a partir de DNA
gendmico, separado en gel
de agarosa 2.5%.

FIGURA 2: Amplificacién
de Delta 1:2 a partir de
DNA genémico, separado
en gel de agarosa 2.5%.
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FIGURA 4: Amplificacion de
Delta 2:12 a partir de DNA
gendmico, separado en gel de
agarosa 2.5%.

Marcador BY LC1

FIGURA 3: Amplificacion de
Delta 12:21 a partir de DNA
genomico, separado en gel
de agarosa 2.5%.
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FIGURA 6: Amplificacion de
Tubulina a partir de DNA
gendémico, separado en gel
de agarosa 2.5%.

FIGURA 5: Amplificacion de
Microsatélites a partir de DNA
gendmico, separado en gel
de agarosa 2.5%.
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FIGURA 7: Amplificacion de
MET2 EcoRI a partir de DNA
genoémico, separado en gel de
agarosa 2.5%.

FIGURA 8: Amplificacion de
MET2 PstRl a partir de DNA
gendmico, separado en gel de
agarosa 2.5%.

Marcador BY LC1 LC2

FIGURA 9: Amplificacion de
SC1:SC2 a partir de DNA
genoémico, separado en gel de
agarosa 2.5%.

CONCLUSIONES

Con los datos de amplificacion de los ITS de un
tamafio de 880 pb, la amplificacion y la presencia
de un sitio de corte para la enzima EcoRI en el
amplicon del fragmento del gen MET2, Ia
amplificacion con los oligonucledtidos especificos
SC1 y SC2, podemos concluir que las levaduras
LC1 y LC2 corresponden a Saccharomyces
cerevisiae. Con el andlisis de la amplificacion de
las regiones interdelta y los microsatélites
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podemos concluir que ambos aislados, LCR1 y
LCR2, corresponden a la misma cepa de S.
cerevisiae. La posterior secuenciaciéon de los
fragmentos de los ITS, el gen MET y el fragmento
del gen de la B-tubulina nos confirmara dicho
resultado.
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