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Resumen

Los probiéticos son microorganismos que al administrarse en cantidades adecuadas confieren un efecto
beneficioso al hospedador. Algunos de ellos producen sustancias de importancia. Entre estas sustancias
se encuentran los B-glucanos estos poseen actividad antioxidante, hepatoprotectora e
inmunoestimuladora a nivel celular tanto en invertebrados como vertebrados. El presente proyecto busca
evaluar la capacidad de produccion de B—glucanos en cepas de levaduras. Se aislaron 39 cepas nativas
a partir de 9 frutos fermentados estas se caracterizaron fisioldgica, bioquimica y molecularmente. Todas
las cepas se analizaron por su capacidad de produccion de B-glucanos y fueron incorporadas a la
coleccion de cepas y tejidos ITCC de ITESI. Con una de estas cepas, Saccharomyces cerevisiae ITM-
2014 se realiz6 un ensayo experimental con ratones sometidos a estrés por cambio de condiciones de
vida. Las condiciones de estrés fueron inducidas durante 3 dias y posteriormente se les restablecieron las
condiciones normales de habitat, en una locacion diferente. Los animales que durante 15 dias previos a
la induccion del estrés recibieron como alimento estas levaduras recuperaron mas rapidamente su peso
en relacion con el grupo control que recibio una dieta normal.

Abstract

The probioticts are microorganims that when administered in adequate amounts confer a beneficial effect
on the host. Some of them produce substances of importance. Among these substances are 3-glucans
which possess antioxidant, hepatoprotective and immunostimulatory activity at the cellular level in both
invertebrates and vertebrates. The present project aims to evaluate the production capacity of B-glucans
in yeast strains, 39 native strains were isolated from 9 fermented fruits, which were characterized
physiologically, biochemically and molecularly. All strains were analyzed for their ability to produce -
glucans and were incorporated into ITESI's collection of ITCC strains and tissues. With one of these strains,
Saccharomyces cerevisiae ITM-2014 an experimental trial was performed with mice under stress due to
change in living conditions. Stress conditions were induced for 3 days and then normal habitat conditions
were restored at a different location. Animals that for 15 days prior to stress induction received as feed
these yeasts regained their weight more rapidly relative to the control group receiving a normal diet.
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INTRODUCCION

La palabra probidtico se refiere a “microorganismos
vivos que cuando se administran en cantidades
adecuadas confieren un efecto benéfico al
hospedador. EI empleo de los probiéticos para
ejercer un beneficio en determinadas
enfermedades infecciosas se apoya en el papel de
estos microorganismos como posibles
moduladores de la microbiota intestinal y del
sistema inmunoldgico [1]. Los probidticos poseen
un amplio espectro de efectos inmunomoduladores
ya que son capaces de actuar sobre la inmunidad
innata y la adquirida o especifica, pudiendo
proteger al hospedador frente a infecciones [2].

Las levaduras son de particular interés debido a
gue son microorganismos extremadamente Utiles y
versatiles. Entre sus aspectos de interés se
encuentra la produccion de ciertos compuestos.
Entre estos figuran los pB-glucanos estos son
homopolisacaridos lineales de glucosa unidos a
través de enlaces B-(1—3) y B-(1—4) que pueden
presentar ramificaciones. En sentido general los
efectos de los B-glucanos en la salud dependen de
su fuente de origen [3]

Evidencias tanto in vitro como in vivo sugieren que
los B-glucanos pueden ser usados como prebiéticos
debido a su capacidad de promover el crecimiento
de microrganismos benéficos de la microbiota
intestinal como los Lactobacillus ssp. vy
Bifidobacterium ssp. En mamiferos incluyendo al
hombre [4]. Otra propiedad encontrada en estos,
principalmente atribuida a los [-glucanos
provenientes de hongos/levaduras, es la
modulacién del sistema inmune [5].

Los inmunoestimulantes se han definido como
sustancias que potencian el sistema inmunitario y
aumentan la resistencia frente a las enfermedades
infecciosas. Se enmarca como compuestos
guimicos, los cuales existen como elementos
estructurales principalmente de las bacterias,
hongos miceliales y levaduras, que activan los
leucocitos y por tanto confieren al animal mayor
resistencia a las enfermedades causadas por virus,
bacterias, hongos y parasitos [6].

En el presente proyecto se planted evaluar la
capacidad de produccién de B-glucanos en cepas
de coleccidn y cepas nativas y realizar un ensayo
preliminar.

MATERIALES Y METODOS

Las cepas nativas de levaduras fueron aisladas de
diferentes frutas (guayaba, naranja, mango,
papaya, manzana, limén, pepino y platano)
recibidas por encargo de diferentes partes de
México, se obtuvo una macerada integral se
incubaron a 30°C durante 5 dias, se realizaron
diluciones seriadas de cada fermentado (hasta 10°)
y se sembraron en medio selectivo Martins Rose
Agar (MRA) usando indistintamente glucosa o
xilosa como fuente de carbono suplementado con
estreptomicina a 30mg/l. Una vez sembrada la
placa se creci6 durante 48 horas y se realizé la
descripcion de cada una de las colonias de los
diferentes aislados, Se realizaron extracciones de
DNA llevandose el método de Hoffman, C.S y
Winston, F., 1987 [7]. Para posteriormente realizar
PCR con un marcador molecular ITS. La técnica
utiizada para la amplificacion por PCR fue
adaptada de la descrita por Esteve-Zarzoso y
colaboradores 1999 [8]. Para el andlisis de
restriccion de las regiones ITS-5.8S se siguid la
metodologia de Granchi y col.,1999 para ver
polimorfismo [9]. Posterior mente se realizé la
determinacion de B-glucanos la metodologia fue
establecida segun las recomendaciones orientadas
por la European Association for Specialty Yeast
Products, pero utilizando el reactivo Rojo Congo al
0.08% de concentracion final. Los cuatro aislados
de levaduras que ofrecieron mayores niveles de
produccion de B-glucanos se seleccionaron para
realizar un experimento de cinética durante 24
horas en medio YPD (glucosa al 2%) o YPX (xilosa
al 2%) respectivamente. A las levaduras con mayor
produccion de B-glucanos se les secuenciaron los
amplicones para verificar su identidad por
taxonomia molecular.

Los ensayos en ratones BalC se hicieron en 5
ratones, 5 de los cuales se les suministré dieta
normal y 5 a los que se les suministr6 dieta
enriquecida con la levadura seleccionada diez dias
antes de inducir el estrés por variacion en sus
condiciones de vida: cambio de sitio, privacién de
comida, agua y alteracion de la acustica. A otros 10
se les suministré una dieta normal (5) vy
suplementada (5) pero no fueron sometidos a
stress. Las condiciones de estrés fueron inducidas
durante 3 dias y posteriormente se les
restablecieron las condiciones normales de habitat,
en una locacion diferente. Diariamente se les peso
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hasta 10 dias después del restablecimiento de las
condiciones normales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 39 cepas (Tabla 1) diferentes segun
la morfologia, coloracién, velocidad de crecimiento
y pH del medio al finalizar la fermentacion, se
obtuvieron 15 cepas crecidas en xilosa y 24 en
glucosa. Las cepas se individualizaron e integraron
a un stock de trabajo y al banco de cepas ITCC-Y
en glicerol al 25%.

Se realizaron tres analisis de restriccién con los
amplicones generados por cada aislado por PCR
con las enzimas Hhal, Hae Ill y Hinf | observandose
36 grupos de polimorfismo en base a las enzimas
utilizadas. Esto con la finalidad de demostrar la
existencia de polimorfismo y ver si era posible
identificar las cepas tomando como referencia el
trabajo realizado previamente por Granchi y col.,
(1999) [9]. Los polimorfismos detectados respaldan
la diversidad que existe entre las diferentes cepas
aisladas, pero no coinciden con los reportados
previamente y que eran la base referencial para
usar este procedimiento para hacer una
clasificacién. Otros autores han planteado métodos
moleculares alternativos, Heras-Vazquez y col.
(2003) [10], identificé aislados de levaduras en
frutos y jugos de naranja por RFLP y secuenciacion
del gen 5.8S rRNA y de los ITS. En nuestra opinion
los resultados de Granchi (1999), [9] son
incompletos y no pudimos relacionar el
polimorfismo con un tipo especifico de levadura. En
nuestro caso secuenciaremos los amplicones
generados con los oligonucledtidos ITS1 e ITS4.

Para el céalculo de la produccién de B—glucanos se
realiz6 la curva de calibracibn para medir la
concentracién de B-glucanos se realizd segun la
metodologia descrita en base a diluciones seriadas
de una solucién glucosa-manosa (1:1) (Imagen 1)
con 25 mg de cada uno de los monosacaridos
usando el colorante Rojo Congo a una
concentracion final de 0,08% y medido en el
espectrofotémetro a una longitud de onda de 523
nm. (D.O s23 nm). La notacién usada para expresar
la concentracién esta en base a la cantidad de B-
glucanos determinada en 1 ml de la extraccion final,
gue tiene un volumen total de 10 ml y que
equivaldria a una cantidad en biomasa de 25 mg de

peso himedo. Los 10 ml de preparacion final se
generan a partir de 250 mg de biomasa.

La concentracién de B-glucanos se realizé usando
la ecuacion que describe la recta de tendencia
derivada de la curva de calibraciéon de la estandar
glucosa/manosa (Imagen 1) asi como la

Tabla 1. Obtencion de cepas a partir fermentados frutales.

Aislado Origen pH Final Fuente de Carbono
1 mango 4 Xilosa
2 mango 4 Xilosa
3 mango 4 Glucosa
4 mango 4 Glucosa
5 mango 4 Glucosa
6 mango 4 Glucosa
7 guayaba 5 Glucosa
8 guayaba 5 Glucosa
9 guayaba 5 Xilosa
10 guayaba 5 Xilosa
1 guayaba 5 Xilosa
12 naranja 3 Glucosa
13 naranja 3 Glucosa
14 naranja 3 Glucosa
15 naranja 3 Glucosa
16 manzana 3 Xilosa
17 manzana 3 Xilosa
18 manzana 3 Xilosa
19 manzana 3 Xilosa

20 manzana 3 Glucosa
21 manzana 3 Glucosa
22 manzana 3 Glucosa
23 platano 5 Xilosa

24 platano 5 Xilosa

25 platano 5 Glucosa
26 platano 5 Glucosa
27 papaya 8 Xilosa

28 papaya 8 Xilosa

29 pepino 9 Glucosa
30 pepino 9 Glucosa
31 pepino 9 Glucosa
32 pepino 9 Glucosa
33 limén 7 Glucosa
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34 [imén 7 Glucosa
35 [imon 7 Glucosa
36 limon 7 Glucosa
37 [imon 7 Glucosa
38 [imén 7 Xilosa
39 limén 7 Xilosa

concentracién de B-glucanos (Imagen 1). Las
mejores productoras se seleccionaron y clasificaron
comor Saccharomyces. cereviciae 1TM2014 y D.

hansenii.
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Imagen 1. Determinacion de B-glucanos totales de una biomasa
de 25 mg (pg/25 mg peso himedo) de peso himedo de cada
aislado equivalente a 1 ml de la preparacion final de B-glucanos.
El estandar se hizo en base a una solucion glucosa-manosa
(1:1) a D.0. (523 nm), se estableci6 la linea de tendencia y
formula que la describe

Los ensayos en ratones se hicieron en las
condiciones descritas y la evolucion de su peso fue
monitoreada durante 17 dias después del
restablecimiento de las condiciones normales. Con
respecto al grupo. El grupo que recibi6 un
suplemento alimenticio en base a levadura seca
rica en B-glucanos sufrid una diminucion de peso
menor y recuperé mas rapidamente los niveles de
peso de grupo control (Imagen 2). Lalevadura seca
es rica en manoso-oligosacéridos (MOS) pues al

igual que los B-glucanos son componentes de la
membrana y tienen un efecto protector contra el
estrés oxidativo y las lesiones hepaticas
provocadas por él asi cémo potenciador del sistema
inmunolégico. Sin embargo, no determinamos la
cantidad de MOS presente en el suplemento de
levadura seca.

La aplicacion de una dieta rica en B-glucanos a
ratones BalC puede ser una forma efectiva de paliar
el efecto del estrés oxidativo. Estos compuestos
estén en la pared celular de las levaduras junto con
otros compuestos de interés como los
oligosacaridos de manosa (MOS) que también han
demostrado tener capacidad antioxidante,
hepatoprotectora e inmuno- estimulante por lo que
son de mucho interés para desarrollar formas de
combatir la llamada fiebre de embarque y el estés
ocasionado durante diferentes etapas de manejo de
los animales de interés econdmico. Este estudio ha
sido complementado con pruebas bioquimicas y
fisiologicas como la medicibn de la actividad
enzimética de proteinas de unaa funcion hepatica y
el sistema anti-oxidativo, asi como por medicion de
la respuesta del sistema inmunologico de los
animales tratados.

El
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Imagen 2. Efecto de la administracion de una dieta
suplementada con levadura S. cereviciae ITM2014 seca rica en
B-glucanos a ratones BalC de 6 semanas de vida. Los
tratamientos corresponden a: DN-dieta normal no estresados,
DS dieta suplementada no estresados, DNE- dieta normal
sometidos a estrés y DSE-dieta suplementada sometidos a
estrés. El estrés por cambio en condiciones de vida se indujo a
los dias 11, 12 y 13. Se observa mejor respuesta al estrés
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inducido y mejor recuperacion de peso en el grupo de ratones
que recibio la dieta suplementada con levadura seca rica en -
glucanos

CONCLUSIONES

La aplicacion de una dieta rica en B-glucanos a
ratones BalC puede ser una forma efectiva de paliar
el efecto del estrés oxidativo causado por cambios
en las condiciones de vida en diferentes animales
de interés econémico y de compafiia provocados
por cambios de locacién, cambio de etapa de
manejo como el destete, largos traslado y la
privacién temporal de agua y alimento durante los
mismos. En la produccién animal este sindrome es
conocido como fiebre de embarque.
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