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RESUMEN

Kombucha es un té azucarado parcialmente fermentado por diversos microorganismos como
bacterias y levaduras que forman una bio-pelicula especial rica en celulosa. Es altamente
consumido por su efecto refrescante y por atribuirsele beneficios para la salud. Este estudio
busca caracterizar las bacterias y levaduras del consorcio Kombucha. A nivel de laboratorio se
replicé e incremento la concentracion de los microorganismos, se usaron medios especificos para
el aislamiento de bacterias y levaduras. Seguidamente se realiz6 una caracterizacion morfolégica
diferencial y bioquimica para la confirmacion de bacterias Gram +, Gram - y levaduras. Candida
albicans fue descartado por la prueba de tubo germinal. Todos los aislados fueron sometidos a
caracterizacion molecular y posterior almacenaje. Correlacionando los criterios morfoldgicos,
bioguimicos y caracterizacion molecular se identificé organismos pertenecientes a la Familia
Acetobacteriaceae y levaduras del género Zygosaccharomyces conocidas y prevalentes del
consorcio Kombucha. Otras especies bacterianas como Baciillus sp, Bacillus amyloliquefaciens vy,
Stenotrophomonas maltophilia asi como la levadura Meyerozyma guilliermondii fueron
identificadas, aunque menos prevalentes, pero reportados en otras fermentaciones. Estos
organismos pueden constituirse en potenciales probiodticos para la produccién o mejoramiento de
bebidas

Palabras Claves: bacterias, levaduras, fermentacién, aislamiento de microorganismos, PCR,

biotecnologia.



ABSTRACT

Kombucha is a sugary tea partially fermented by diverse microorganisms such as bacteria and
yeasts that form a special biofilm rich in cellulose. It's highly consumed for its refreshing effect and
because it has been attributed health benefits. This study seeks to characterize the bacteria and
yeasts of the Kombucha consortium. At the laboratory level, the concentration of Kombucha’s
microorganisms was replicated and increased, specific media were used for bacteria and yeast
isolation, following, a differential morphological and biochemical characterization was carried out to
confirm Gram + and — bacteria, and yeasts. Candida albicans was discarded by germ tube test. All
isolates were characterized molecularly and subsequently storage. Correlating the morphological,
biochemical and molecular criteria, different organisms belonging to the Acetobacteriaceae family
and yeasts of the genus Zygosaccharomyces known and prevalent of the Kombucha consortium
were identified. Other bacterial species such as Baciillus sp., Bacillus amyloliquefaciens and
Stenotrophomonas maltophilia as well as yeast Meyerozyma guilliermondii were identified,
although less prevalent, but reported for other fermentations. These organisms could have

probiotic potential for the production or improvement of beverages

Key words: bacteria, yeast, fermentation, isolation of microorganisms, PCR, biotechnology.



INTRODUCCION

La presente investigacion tuvo como objetivos el (1) aislamiento en medios especificos e
identificacion morfolégica y molecular de las bacterias y levaduras desde el consorcio de
microorganismos denominado Kombucha vy, (2) el mantenimiento de estas cepas en el Cepario
HUTPL (F) con fines futuros de bioprospeccién. Debido a la amplia informaciéon sobre los
beneficios del té Kombucha, hemos considerado necesario realizar la identificacion de este
consorcio ya adaptado a nuestro medio local y actualizar datos de la posible nueva diversidad
adaptada al consorcio originario de Kombucha.

Este trabajo estd separado en cuatro capitulos, los mismos que poseen los siguientes apartados:
Capitulo I, contiene el marco teérico en cual describe a los microorganismos (MO) del Dominio
Bacteria y Reino Fungi, figurando sus clasificaciones con énfasis en la Familia Acetobacteriaceae
(bacterias acéticas) y Filo Ascomycota (hongos-levaduras). Se detalla ademas, las funciones y
aplicaciones de cada grupo de estos MO, asi como informacién sobre aislamiento, caracterizacion
morfo-molecular y métodos de conservacion de MO. El capitulo Il esta enfocado en los materiales
y métodos, donde se detalla de manera ordenada: la obtencion del material de estudio que es el
consorcio Kombucha, su replicacion a cultivos jovenes, aislamiento en medios sélidos especificos,
caracterizaciéon morfolégica aplicando tinciones para observar levaduras y bacterias, pruebas
bioquimicas de relevancia como oxidasa, ureasa, tubo germinal entre otros, la amplificacion
molecular de los MO, secuenciacion y criopreservacion de las cepas en el Cepario HUTPL(F). El
capitulo 11l detalla cada uno de los resultados obtenidos con la metodologia aplicada. Por ultimo,
en el capitulo IV se hace la discusion y se mencionan las conclusiones obtenidas en nuestro

estudio.

Este aporte es de importancia para el Cepario HUTPL (F), ya que permite visualizar a futuro
diferentes proyectos aplicados principalmente a biotecnologia de MO, industria farmacéutica e
industria alimentaria (fermentacion de bebidas, bebidas funcionales y medicina alternativa),
aumentando el campo investigativo en la UTPL. Es probable que los andlisis moleculares y
bioquimicos combinados, como en nuestro estudio, proporcionardn informacion valiosa para
comprender mejor el papel de la comunidad microbiana en las propiedades beneficiosas de la
bebida. En cuanto a mi contribucién profesional como Bioquimico-Farmacéutico, me permite
ampliar mis conocimientos de los métodos tradicionales y actuales para una correcta
identificacion microbiana, asi como a resolver los posibles problemas que se puedan presentar

durante los procedimientos aplicados



Los avances tecnoldgicos en la biotecnologia microbiana y la necesidad de potenciar el valor
nutricional a diferentes alimentos (Segura, Kirchmayr, Flores, & Gschaedler, 2010) ha conducido
al desarrollo de métodos cada vez mas precisos para la obtencion de cepas puras con gran
potencial en las industrias de alimentos, farmacéutica, médica, agroindustria y biol6gica
(Rendueles de la Vega & Diaz, 2014), por esta razon hemos considerado importante aislar y
caracterizar la diversidad de MO, desde el consorcio microbiano Kombucha. El té de Kombucha
es una bebida refrescante ligeramente dulce y &cida ampliamente consumida en todo el mundo.
Esta bebida normalmente es obtenida mediante la fermentacion de una asociacion simbidtica de
varias especies de bacterias y levaduras en té negro. Varios estudios afirman que beber
Kombucha puede prevenir varios tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares asi como
promover las funciones hepaticas y estimular el sistema inmunitario (Jayabalan, Malba$a, Lon¢ar,
Vitas, & Sathishkumar, 2014).

Cada uno de los objetivos planteados desde el inicio de la investigacién fueron realizados de
manera ordenada, acompafiados de procedimientos adecuados que se llevaron a cabo sin
inconvenientes. En el Laboratorio de Conservacion y Mantenimiento de MO, perteneciente al
Cepario HUTPL (F), se brindaron todas las facilidades necesarias para el progreso de la
investigacion, materiales, equipos, reactivos etc., asi como su respectiva tutela u orientacion, que

permitié el correcto cumplimiento de todos los objetivos

El consorcio stock de Kombucha fue obtenido de una persona local, quién supo indicar que
probablemente el consorcio llegd desde Europa. Este fue replicado en té negro azucarado para
favorecer su crecimiento y obtener material suficiente para los experimentos subsecuentes. Una
vez se tuvo el material suficiente, se realizé el aislamiento de bacterias y levaduras en medios
especificos soélidos a través del método de estriado (Fernandez, Garcia de la Fuente, Saéz, &
Valdezate, 2010) en el laboratorio. Para la caracterizacion se empezd con los métodos
tradicionales de identificacion fenotipica bacteriana tales como: Tincion diferencial Gram,
caracteristicas microscopias de bacterias (ej.: cocos, bacilos, bordes, cadenas, tetradas, racimos
(Fernandez et al., 2010) y levaduras (ej.: conidios, pseudohifas, blastoconidios) (Mendoza, 2005),
con enfoques al microscopio desde aumentos de 10 a 100x, y registrando fotograficamente las
colonias. Adicionalmente se realiz6 pruebas primarias de identificacion bioquimica cuyo
fundamento es demostrar si el microorganismo es capaz de fermentar azUcares, producir ciertas
enzimas, degradar algunos compuestos, produccién de compuesto coloreados entre otras (Wolf-
Hall & Ngranje, 2017).

Los procedimientos moleculares usados fueron extraccion de DNA, PCR (Polymerase Chain

Reaction), electroforesis y secuenciacidén. Los protocolos a emplearse para bacterias y levaduras



en cultivo fueron debidamente estandarizados, en distintos trabajos anteriormente realizados por
los miembros del equipo que forman parte del Fungario. Los métodos de criopreservacion se
realizaron con el uso de agentes crioprotectantes (ACP) que reducen la lesién por congelacion de
los MO (Jang et al., 2017). Correlacionando los datos morfologicos y moleculares se determinaron
especies dentro de 10 cepas puras para bacterias y 18 cepas puras para levaduras, debidamente
preservadas a 4°C y -78.1°C.
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1.1 Microorganismos y consorcios microbianos

Los microorganismos (MO), son organismos microscépicos unicelulares esenciales para el
funcionamiento de otras formas de vida, asi como del planeta y la industria (ej.: alimentaria,
farmacéutica y médica) (Montafio, Sandoval, Ricalde, & Sanchez, 2010). La Microbiologia esta
destinada al estudio de los MO, su funcionamiento, diversidad y evolucion, abarcando los
diferentes tipos de MO y como han ido surgiendo (Madigan, Martinko, Bender, Buckley, & Stahl,
2016). En el afio de 1978 Woese, propuso un nuevo sistema de clasificacién conformado por tres
dominios para los MO, que se basa en la estructura lipidica de la membrana, sensibilidad a los
antibioticos y lo mas significativo la diferencia evidente en el ARN ribosomico. Actualmente estos
dominios son: Bacteria, que incluye a procariotas con peptidoglicano en su pared celular, Arquea,
procariotas sin peptidoglicano en su pared celular, y Eukarya, conformado por todos los reinos
eucariotas (Brooks, Carroll, Butel, Morse, & Mietzner, 2013). Dentro de este Ultimo dominio se
encuentran los Protozoos, que son organismos moviles que poseen flagelos, pseudbépodos o
cilios, que pueden ser de vida libre y causar enfermedades al ser humano; las algas
microscopicas que son fotosintéticas moviles flageladas o inmdviles, incluyendo las algas verdes,
diatomeas, euglenoides etc.; y los hongos que poseen una organizacién unicelular o filamentosa,
con paredes celulares de quitina o celulosa. Los hongos filamentosos estdn compuestos por hifas
septadas que forman el micelio vegetativo (Flores & Condori, 2014). De modo convencional los

virus, priones y viroides se consideran también como MO (Montafio et al., 2010).

Los MO viven en poblaciones que interactian con otras poblaciones formando comunidades
microbianas. Las actividades de los MO en las comunidades microbianas pueden afectar
considerablemente las propiedades quimicas y fisicas de sus habitats (Madigan et al., 2016). Los
MO pueden ser tanto benéficos como perjudiciales para los seres humanos, aunque la cantidad
de MO beneficiosos (0 incluso esenciales) sea mucho mayor que los perjudiciales (Talaro &
Chess, 2018).

1.1.1Consorcios microbianos

Un consorcio microbiano es una asociacion natural, que puede estar formado por dos 0 mas
poblaciones microbianas, de distintas especies, que funcionan en conjunto como una comunidad,
donde todos obtienen beneficio de las actividades de los demas (cita). La asociacion manifiesta
estilos de vida sintroficos (significa “comiendo juntos”), donde el crecimiento y el flujo ciclico de los
nutrientes se transporta de una manera mas eficaz que en una poblacién individual (Lépez,
Dominguez, & Garcia, 2007). A nivel funcional, un consorcio microbiano mantiene su

compatibilidad metabdlica y ecoldgica, cuando las trasformaciones ambientales a las que estén



expuestos permitan la coexistencia cercana entre las poblaciones microbianas (Ochoa &
Montoya, 2010).

Un ejemplo de consorcios microbianos con importancia biotecnolégica es el denominado
Kombucha, una asociacion simbi6tica principalmente de varios tipos de bacterias y levaduras
(Dufresne & Farnworth, 2000). Este consorcio microbiano se desarrolla en medio liquido
azucarado como el té (Chu & Chen, 2006). Histéricamente desde 220 a.C. se lo ha descrito al
consorcio como té chino o Manchurian fungus (= Kombucha) extendiéndose su consumo a Rusia,
Alemania (durante la segunda guerra mundial) y luego a Francia, y Estados Unidos donde su

consumo se volvié muy popular (Dufresne & Farnworth, 2000).

El consorcio Kombucha presenta caracteristicas singulares de cultivo generandose una masa
gelatinosa, similar a una esponja en forma de disco plano, de un color cremoso, de crecimiento y
multiplicacién rapida (Rubio, 2007). Quimicamente Kombucha desde bacterias y levaduras,
presenta diversos acidos organicos tales como; acido acético, glucénico, glucurdnico, citrico, L-
lactico, malico, tartarico, maldnico, oxalico, succinico, piravico, también azlcares, tales como
sacarosa, glucosa y fructosa, asi como vitaminas B1, B2, aminoacidos, aminas biogénicas, entre
otros que son resultado secundario de levadura y metabolitos bacterianos (Yang et al., 2010). Por
esta razon, a la bebida Kombucha se la considera como "la dltima bebida saludable", sin
embargo, existe un debate respecto a los beneficios para la salud y la toxicidad de la ingesta de

Kombucha (Hartmann, Burleson, Holmes, & Geist, 2000).

Los MO que se desarrollan en este consorcio son principalmente los géneros bacterianos;
Acetobacter y Gluconobacter (A. Aceti, A. xylinum, A. pasteurianus, y Gluconobacter oxydans.
Gluconacetobacter spp.) los cuales son los que permiten el desarrollo de una bio-pelicula rica en
celulosa (lllana, 2007). Ademas de las bacterias productoras de acido acético, se ha descrito un
amplio grupo de levaduras como: Saccharomyces, Saccharomycodes, Zygosaccharomyces,
Brettanomyces, Dekkera, Candida, Torulospora, Koleckera, Pichia, Schizosaccharomyces,

Mycotorula y Mycoderma (Gramza, Kulczynski, Xindi, & Gumienna, 2016).

1.2 Dominio Bacteria

Las Bacterias son parte de un dominio dentro de los Procariontes. Bacteria y Archaea comparten
caracteristicas de tamafio y organizacién celular, sin nucleo definido ni organelas (Montafio et al.,
2010). Las diferencias entre Bacteria y Archaea se basa principalmente en la composicion
molecular de sus estructuras, ARN ribosémico y la bioquimica de sus vias metabdlicas. Estos MO

son unicelulares, logran vivir juntos en grandes colonias y en casi cualquier lugar (ej., dentro del



cuerpo humano, fabrican su alimento o consumen nutrientes del medio en que viven) (Pérez &
Mota, 2010). Las bacterias generalmente miden de 1 a 30 pum y estas pueden ser
facultativamente aerobias o anaerobias (Brooks et al., 2013), con pared celular bacteriana
formada por peptiglicano (red de moléculas de polisacarido) conectados por enlaces
polipeptidicos cruzados (Raven et al.,, 2011). Microscépicamente las bacterias se pueden
diferenciar por sus formas; cocos (ovaladas o esféricas), bacilos (bastones o cilindricos; curvos o

rectos) y espirilos (espiral) (Thursby & Juge, 2017).

La identificacion bacteriana se logra diferencialmente por uno de los procedimientos mas
importantes conocido como Tincién de Gram (tincion diferencial). Esta técnica permite clasificar a
las bacterias en dos grandes grupos: Gram negativas y Gram positivas (M. Hernandez et al.,
2014). Las bacterias se han clasificado dentro un dominio reire independiente gracias a datos

moleculares por secuenciacion de ARN ribosomal 16S (Figura 1) (Geme & Rempe, 2012).

Green sulfur

bacteria Bacteroides-

So |_Spirochetes flavobacteria

and relatives

Green nonsulfur
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and relatives

Chlamydiae

Thermotoga Gram-positive
bacteria

Cyanobacteria
Proteobacteria

Figura 1. Arbol filogénico del dominio Bacteria basado en la
comparacion de secuencias del RNA ribosomal 16S
Fuente y elaboracion: (Geme & Rempe, 2012)

El dominio Bacteria estd dividido en doce linajes, los més antiguos integran a organismos
hipertermdfilos y anaerobios, y los mas actuales estan conformados por bacterias Gram-positivas,
Cianobacterias y Proteobacterias (Morata de Ambrosini, Martin, & Merin, 2014). Dentro de este
tltimo linaje se encuentra la Familia Acetobacteriaceae de importancia aplicada en procesos de

fermentacion de alimentos (Roos & Vuyst, 2018).



1.2.1Familia Acetobacteriaceae

La Familia Acetobacteraceae estd incluida taxondmicamente en el orden Rhodospirillales de la
clase Alphaproteobacteria (Komagata, Lino, & Yamada, 2014). Mediante la aplicacion de técnicas
moleculares, esta familia se ha sometido a revisiones taxonémicas y en la actualidad a este
conjunto de bacterias pertenecen los géneros: Acetobacter, Gluconobacter, Gluconoacetobacter,
Acidonomas, Asaia, Kozakia, Swaminathania, Neoasia y Granulibacter, sin embargo, esta
diversidad puede variar por lo que es constantemente investigada (Kersters, Lisdiyanty,

Komagata, & Swings, 2006).

Fisiol6gicamente esta familia de bacterias principalmente aerobias, emplea al etanol como fuente
de carbono, manteniéndose estable en un pH 6ptimo entre 5 a 6.5 (Komagata et al., 2014). Estas
bacterias pueden soportar elevadas concentraciones de sacarosa y sus componentes (glucosa y
fructosa). Mediante microscopia y por tincion diferencial se observan como bacterias Gram-
negativas, con un tamafo entre 0,4 y 4,5 um de largo y 0,4-1 pm de ancho, y por lo general se
muestran individualmente, en pares o en cadenas (Brooks et al.,, 2013). Se reproducen por
biparticién o fision binaria que consiste en la division de la célula madre en dos células hijas, con
funciones y estructuras idénticas a la célula madre (Madigan et al., 2016). Ecolégicamente estas
bacterias se distribuyen y sobreviven abundantemente en ambientes alcohdlicos y acidos, por lo
gue generalmente han sido aisladas de vinagre, vino, cerveza, sake, sidra, alimentos

fermentados, frutas, flores ente otros materiales alcohdlicos (Kersters et al., 2006).

1.2.2 Funciones y aplicaciones de acetobacterias

Las bacterias principalmente son responsables de la descomposicion de materia organica en
elementos mas basicos para que estos regresen al suelo o aire. De esta manera se reciclan los
compuestos para que puedan volver a ser utilizados para el funcionamiento de los ecosistemas
(Tiwari et al., 2015). Otra funcion clave que llevan a cabo las bacterias es la capacidad de
simbiosis que pueden realizar muchas especies de este dominio entre bacterias y otros
organismos para diversos beneficios ambientales (Guerrero, 2001). Sin embargo, no todas las
bacterias son beneficiosas, existen grupos de las mismas que son patégenas, debido a sus

efectos quimicos y gran capacidad de diseminar enfermedades infecciosas (Brooks et al., 2013).

Biotecnol6gicamente las bacterias se utilizan con mdltiples fines, como por ejemplo los médicos
para produccién de antibidticos, vacunas, cosméticos, entre otros. En la industria alimentaria son

muy aprovechadas por su capacidad fermentadora (Wink, 2011). Con esta capacidad de
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fermentar estd principalmente la familia Acetobacteriaceae, quienes transforman el alcohol en
acido acético (Kersters et al., 2006), siendo empleadas en la produccién de vinagre, vitamina C,
celulosa y fermentacion de alimentos naturales como; cerveza Lambic, Kéfir de agua y
Kombucha. No obstante, estas capacidades son incrementadas cuando actian en simbiosis con
otros MO, como las levaduras. Estas bacterias deben ser estudiadas en conjunto con sus
consorcios, debido a que muchas son consideradas saboteadoras en fermentaciones alcohdlicas
como vino, cerveza y la sidra (Roos & Vuyst, 2018).

1.3 Reino Fungi

Son organismos Eucariontes, uni o multinucleados, no méviles que presentan una pared celular a
base de quitina (Mueller, Bills, & Foster, 2004). Este grupo es grande y diverso con mas de unas
100 000 especies descritas donde la mayoria han sido reportadas como terrestres. Expertos
estiman un recuento mucho mas alto, tal vez entre los 1.5 millones (Talaro & Chess, 2018).
Tienen una distribucién cosmopolita y cumplen funciones ecoldgicas importantes como saprofitos,
simbiontes, parasitos o hiperparéasitos (Kuhar, Castiglia, & Papinutti, 2013). Ecol6gicamente los
hongos crecen en lugares con pH de mas o menos 5.6 pero varios de ellos pueden tolerar
ambientes donde el pH varia de 2 a 9 (Salomon, Berg, & Martin, 2013). Estos organismos crecen
como filamentos multicelulares llamados hifas que forman una masa enamarafiada denominada
micelio, que luego en algunos grupos forman estructuras llamadas cuerpos fructiferos (hifas
fuertemente compactadas), que muchas veces se pueden observar a simple vista (Piepenbring,
2015), la estructura fértil llamada himenio forma los organulos reproductores, como basidias,
ascas, esterigmas y esporas, necesarios para la reproduccion (Watkinson, Boddy, & Money,
2016).

En los ultimos afios, ha surgido una gran necesidad por el estudio de la clasificacion de los
hongos debido al nimero progresivo de patdégenos oportunistas y por su uso en la industria (Bial,
2002). Antiguamente, la clasificacion de estos organismos estaba fundamentada en caracteres
observables, es decir macroscopicamente (ej., color, tamafio de fructificaciones) vy
microscopicamente (gj., esporas, hifas, etc.) (Watkinson et al., 2016). La actualizacion y evolucién
de los estudios de ADN dio lugar a la secuenciacién y uso de filogenias para posicionar los
diferentes grupos de hongos descritos en la taxonomia clasica, dando lugar a una nueva
reclasificacién posicionando a 10 filos o grupos como miembros del Reino Fungi (Hibbett et al.,
2011). Cuatro de estos filos son considerados los mas importantes: Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota y Zygomycota. Los Ascomycota un grupo importante con forma levaduriforme

puede comprender el 50% de hongos conocidos y un 80% de hongos patdgenos, adicionalmente
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también existen hongos en los que no se conoce su reproduccion sexual, estos constituyen un
grupo heterogéneo llamado Deuteromicetos, son imperfectos o mitospéricos y constituyen el
segundo grupo mas numeroso, incluidos patégenos humanos (Seifert, Morgan-Jones, Gams, &
Kendrick, 2011).

1.3.1 Filo Ascomycota — Levadura

El filo Ascomycota es el grupo mas extenso del reino Fungi, se estima que se incluyen mas de 32.
000 especies, pero se asume que aun faltan por descubrirse mas especies. El nombre deriva de
los términos griegos Askos = bolsa o saco y Mykes = hongo (Piepenbring, 2015). Entre sus
caracteristicas destacan sus formas que pueden ser muy variadas (copa, disco, botén, dedos y
colmena entre otras), adicionalmente se caracterizan por la presencia de estructuras
reproductoras microscépicas denominadas ascas. Las ascas se encuentran formadas por una
célula especializada con forma de saco, y en su parte interior se forman las ascosporas (esporas)
(Madigan et al.,, 2016). Los ascomicetos son muy diversos y a mas de las formas antes
mencionadas, se incluyen formas imperfectas como mohos-azul/verdoso o levaduriforme, o
especies de levaduras teleomorfas con capacidad de fermentacion o descomponedores de
alimentos (Watkinson et al., 2016).

Las levaduras agrupan a una variedad de organismos unicelulares, incluyendo especies
patégenas (ej., Candida albicans), asi como especies de gran importancia como las del género
Saccharomyces que desde la antigliedad se han utilizado en la elaboracién de cerveza, pan y
vino (Kurtzman, Fell, & Boekhout, 2011). Presentan gran diversidad en relacion a forma, tamafio,
y color. Morfolégicamente son ovoideas, pero también pueden observarse en forma esférica,
eliptica cilindrica o alargada, alcanzando un didmetro de 4 a 5 um. Experimentalmente en medios
de cultivo especificos las colonias son pastosas, brillantes, lisas, de color blanco, crema o

ligeramente beige (Suarez, Garrido, & Guevara, 2016).

Las levaduras pueden ser diploides o haploides, es decir pueden reproducirse de manera sexual
(teleomorfo) o asexual (anamorfo), asi es que cuando la reproduccion asexual es dada
directamente por la formacion de conidios (esporas), muchas veces sin hifas ni cuerpo fructifero
(Johnson, 2013). Por el contrario, cuando la reproduccion es sexual en una zona del cuerpo
fructifero se forma un tejido fértil, en el cual se forman unas células con forma de bolsa conocidos
como ascos (con ascosporas) siendo la principal caracteristica de este grupo. Las ascosporas al

ser liberadas por un orificio denominado opérculo, germinan en algunos casos creando micelios
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haploides uninucleados y en otros casos fusiondndose directamente entre células unicelulares
(Kuhar et al., 2013).

1.3.2 Funciones y aplicaciones de hongos-levaduras.

El rol principal de los hongos en el medio ambiente es ser descomponedores que absorben
nutrientes de desechos organicos, lo hacen digiriendo el alimento fuera de su cuerpo a través de
fuertes enzimas hidroliticas secretadas sobre el sustrato y asi los complejos compuestos
organicos son convertidos en moléculas mas sencillas absorbibles (Ruiz, 2001).

Bajo estos conocimientos muchos de los hongos filamentosos se han convertido en fuentes para
la biotecnologia por su gran cantidad de productos; metabolitos primarios (ej.: acido citrico),
metabolitos secundarios (ej.: antibidticos) y enzimas (Watkinson et al., 2016). Por lo que los
hongos son excelentes modelos para estudios; bioquimicos, fisiolégicos, genéticos, e inclusive
estudios de evolucion en Eucariontes (Bodger, 2012). Dentro de los hongos mas conocidos en el
grupo de Ascomycetes como modelos para investigaciones, gracias a su potencial biotecnolégico
son el Penicillium spp., Aspergillus spp., Trichoderma spp, sin embargo debido a la diversidad de
hongos existentes especialmente en los trépicos, se han incorporado nuevas especies (Aguirre,

Ulloa, Aguilar, Cifuentes, & Valenzuela, 2014).

Ademas de los hongos anteriormente mencionados, las levaduras se consideran con amplio
potencial industrial gracias a cambios fisiolégicos que desarrollan debido al estrés oxidativo y la
respuesta antioxidante (Mejia, Montoya, Cortés, & Saavedra, 2016). Actualmente se incluyen
estos organismos en procesos de fermentacion de bebidas alcohdlicas y varios alimentos
conociéndose principalmente especies del género Saccharomyces quienes suelen ser
incorporados como probidticos mejorando el producto y potenciando su valor nutricional (Segura
et al., 2010).

1.4 Biotecnologia aplicada a microorganismos

La biotecnologia no es considerada como una ciencia, pero si un area multidisciplinar para
intentar abordar desafios en diversos campos cientificos en beneficio principalmente del ser
humano y el medio ambiente (Mauriz, Ordofiez, Prieto, & Gonzéalez, 2000). Este componente
investigativo ha venido incorporando desde ya varios afios atras a los MO por sus grandes

aportes de componentes que permiten mejorar la produccién de alimentos y bebidas como por
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ejemplo por medio de fermentacion o biocatalisis, biotecnologia ambiental e investigacion en
biologia y biomedicina (Johnson, 2013).

El uso de las bacterias entre los estudios reportados mas destacados esté la fermentacion lactica,
utilizada en la elaboracion de derivados lacteos (ej.: yogurt, queso, etc.), empleando bacterias
lacticas del género Lactobacillus, Lactococus y Streptococus, potenciadas o modificadas muchas
veces a través de la biotecnologia ya que se encuentran naturalmente en la leche sin ser
esterilizada o pasteurizada (Wink, 2011). Otro proceso como la fermentacion acética en cual
intervienen bacterias de la Familia Acetobacteraceae, permite por ejemplo a partir del vino
producir el vinagre por el proceso oxidativo que genera, en donde el etanol es oxidado hasta
convertirse en 4cido acético (Roos & Vuyst, 2018). En la industria farmacéutica, la biotecnologia
ha influenciado en la obtencién de vacunas, gracias a tecnologia como por ejemplo la del ADN
recombinante que ha permitido la elaboracién de vacunas tanto para virus como bacterias. Por
otra parte, en la agricultura la fijacién del nitrégeno atmosférico es importante y es realizada por
bacterias principalmente de los géneros Rhizobium y Bradhyrhizobium, quienes generan simbiosis
con plantas como las leguminosas. Dentro de las bacterias hay especies como Alcaligenes
eutrophus que puede producir compuestos biodegradables como polihidroxialcanoatos que son
plasticos biodegradables (Rendueles de la Vega & Diaz, 2014).

Otros organismos que estan tomando fuerza en la biotecnologia son los hongos, de quienes se
reportan distintas investigaciones cientificas por lo que cada vez es mas importante descubrir
nuevas especies con potencial industrial (Piepenbring, 2015). Las industria alimentaria es la que
mas involucrado a los hongos como facilitadores de muchos procesos, asi estan las levaduras
aplicadas en la fermentacion: de cerveza (Saccharomyces cerevisiae), vino (Saccharomyces
ellipsoideus), o la maduracion de quesos (Penicillium roqueforti, Penicillium candidum vy
Geotrichum candidum) e incluso especies como Agaricus bisporus, Pleurotus, Tricholona
matsutake conocidos generalmente como champifiones y usados en cocina (Pitt & Hocking,
2009). Asi mismo hay productos eficientes en la medicina extraidos u obtenidos a partir de
hongos como por ejemplo la penicilina desde Penicillium notatum o P. chrysogenum, o la
cefalosporina desde Cephalosporium chysogenum, antibiéticos utilizados ampliamente para

control bacteriano (Adrio & Demain, 2003).

1.5 Aislamiento y mantencion de microorganismos

Una de las tareas de la biotecnologia y microbiologia, es desarrollar procedimientos que permitan
aislamiento y seleccion de MO de interés biotecnoldgico, industrial 0 médico combinando

actividades de microbiologia, quimica, bioguimica e ingenieria (Mateos, 2014). Es por ello que se
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debe partir la exploracion de bioprospeccion con los cultivos de MO desde muestras (ej.: suelos,
alimentos, liquidos corporales entre otros), donde se origina intencionalmente el desarrollo de MO
(ej.: bacterias, hongos, levaduras) en medios de cultivo especificos y condiciones de laboratorio
controladas para posterior manipulacién (Silva, Hirotomi, Junqueira, Silveira, & Romeiro, 2013).

Los diferentes medios de cultivo para MO, no sélo deben considerar el aspecto nutricional que
proveen o su consistencia liquido o sélido, ademas de esto se debe ajustar el pH, concentracion
de sales, ademas de la temperatura de incubacién asi como la aireacién o la luminosidad acorde

a las especies y sus nichos ecolégicos (Brooks et al., 2013).

Hay diversos métodos y técnicas para aislamiento y purificacion de MO donde las mas

sobresalientes tenemos:

Siembra por estria en placa Petri.
Vaciado en placa.

Cultivo por dilucién seriada y agitacion.
Alisamiento con varilla angular de vidrio.

Aislamiento con aplicadores de algodon.

-+ F F + F

Siembra por picadura (Olivas & Alarcén, 2004).

El método mas sencillo y utilizado para obtener cultivos puros, es el de siembra por estria en
placa Petri, demostrandose efectivos para el aislamiento de bacterias y hongos (levaduras)
(Tiwari et al., 2015). La técnica requiere un asa de siembra, con la que se toma una muestra de la
poblacién en estudio y a continuacion se realizan estrias sobre la superficie del medio soélido
preparado en una caja Petri. Este método permite que conforme se van haciendo las estrias en
forma de zigzag con el asa vaya disminuyendo la concentracién de MO. A continuacioén, las cajas
Petri con nuestra siembra se incuban a temperaturas adecuadas de acuerdo a los requerimientos

de las especies en estudio (Silva et al., 2013).

Una vez que se realiza los diferentes aislamientos, se requiere una correcta mantencion de MO,
donde se utiliza principalmente la criopreservacion, cuyo objetivo es mantener la viabilidad y
funcionalidad celular a temperaturas bajas (Avila et al., 2006). Gracias a los avances que se
han venido alcanzando en el &rea biol6gica, médica e industrial, por medio de los MO con
énfasis en la biotecnologia y la investigacion cientifica, ha surgido la necesidad de la creacion de
colecciones de cultivos in vivo para asi facilitar la continuidad de procesos y experimentos
(Tiwari et al.,, 2015). Una variedad de factores puede influenciar en la mantencién o

criopreservacion de MO (ej.: especies, tamafio, forma, temperatura, pH, etc.). Aunque a veces
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se ha observado una buena supervivencia de microbios congelados sin un aditivo como un
agente crioprotector (ACP), este Ultimo aumenta la supervivencia (Hubéalek, 2003). EI ACP es
un fluido que reduce la lesion por congelacion del proceso de crioconservacion, deben ser

capaces de penetrar en las células y tener baja toxicidad (Jang et al., 2017)

Acorde a lo mencionado es importante que se mencione que los métodos de preservacion pueden

ser de corto y largo plazo:

Métodos a corto plazo:

1.- Subcultivo: inoculacion del cultivo en un medio especial para su crecimiento y
almacenamiento, el cultivo se replica cada vez a un medio fresco, antes de que el cultivo pierda

sus capacidades de replicacion (Avila et al., 2006).

2.- Inmersidn en Aceite: diversas bacterias sobreviven en aceite mineral estéril, la bacteria crece
en tubo sobre la superficie del agar, hasta lograr fase logaritmica 6 esporulacién, se cubre con

aceite en condiciones de completa asepsia (Instituto de Biotecnologia, 2016).

3.- Congelacion ordinaria: la temperatura oscila de 0 a 20°C, su éxito depende de la especie de
MO, no es recomendable cuando la temperatura cae por debajo de los 0°C, el liquido extracelular

se empieza a congelar y forma cristales de hielo (Rendueles de la Vega & Diaz, 2014).

4.- Por baja congelacion: almacenamiento a -70°C, para gran variedad de MO (bacterias, hongos,
protozoos, micoplasmas y virus), se basa en la preparacion de una suspension celular en caldo
con glicerol (30 - 50% v/v) (Tiwari et al., 2015).

5.- Secado: consiste en remocion del agua y prevenir la rehidratacion, utilizado para la

conservaciéon de hongos (Jang et al., 2017).

6.- Método en suelo, Arena; algunas especies de hongos sobreviven alrededor de cinco afios, sin

pérdida de sus caracteristicas (Adrio & Demain, 2003).
7.- Métodos adicionales como: discos de gelatina: para conservacion de bacterias heterétrofas;

Silica Gel (levaduras, hongos y bacterias) y perlas de vidrio o porcelana porosas: variedad

bacterias heterotréficas (Silva et al., 2013).
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Métodos a largo plazo:

1.- Liofilizacién: método efectivo para variedad de bacterias y bacteriéfagos, mantenimiento de la
viabilidad por mas de 50 afios y preparacion de réplicas simultdneamente, a través de ampollas o
viales. De acuerdo a las necesidades e infraestructura de cada laboratorio, hay diversos tipos de
liofilizadores (Zimbro, Power, Miller, Wilson, & Johnson, 2009).

2.- Ultracongelacién o almacenamiento en nitrégeno liquido: congelacion a -140°C (fase vapor) y -
196 °C (fase liquida), para la preservacion de MO y cultivos celulares que no ha sido posible
preservar por otros métodos, este método universal es empleado para preservacion de bacterias,
hongos, algas, virus, protozoos, levaduras, plantas, células animales con adicién de un ACP

(Instituto de Biotecnologia, 2016).

1.6 Técnicas de caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de microorganismos

La caracterizacion o identificacion de MO, es el conjunto de métodos y procedimientos, que nos
permiten establecer la identidad de uno o varios MO en estudio. Para establecer la identidad de
un MO se los separa en dos categorias: caracteristicas fenotipicas que se basa en lo que
podemos observar con facilidad (ej.: aspecto, color, forma) y caracteristicas genotipicas que
incluye la composicién genética del MO, naturaleza de sus genes y acidos nucleicos que lo

constituyen (Forbes, Sahm, Weissfeld, & Trevino, 2009).

Las caracteristicas fenotipicas y genotipicas permiten accionar respuestas en los diferentes
organismos a diferentes ambientes y luego esto permitira que estas caracteristicas especiales

permitan una clasificacion dentro de tres criterios fundamentales:

+ Criterio Morfoldgico:

Mediante andlisis fenotipico se considera caracteristicas macroscopicas: donde la morfologia de
los MO como por ejemplo creciendo en colonias es fundamental en la identificacién preliminar y
diferenciacion de los mismos. Se examina colonias de cultivos frescos en medios selectivos o
especificos, lo cual es muy importante en aislamiento de MO, ya que un cultivo puro deberia estar
compuesto por un solo tipo de MO, las colonias de una misma especie, tienen en comun tamafio,
forma, consistencia e incluso color (Fernandez et al., 2010). Un estudio microscépico en fresco y

tras tinciones revela la forma, manera de agruparse, estructura y tamafio (Brooks et al., 2013).
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El uso de tinciones es el primer paso, para la identificacion de MO como las bacterias, hongos y
levaduras. Tenemos tinciones simples (ej.: tinta china, azul Metileno de Loeffler, Azul de
lactofenol) e hidréxido de potasio al 10% (KOH), estos permiten observar y diferenciar tipos de
hongos, levaduras. Otras tinciones diferenciales emplean varios colorantes combinados como la
técnica de Tincion de Gram y Ziehl-Neelsen, que permitiran dilucidar sobre bacterias Gram + vy -
(Hernandez et al., 2014)

+ Criterio Bioquimico:

Estas pruebas permiten determinar caracteristicas metabdlicas de los MO, algunas de estas
pruebas son rapidas, debido a que evaltan la presencia de una enzima preformada y su lectura
puede variar de segundos a unas pocas horas. Otras requieren para su lectura el crecimiento del
MO (incubacién de 18 a 48h) (Silva et al., 2013). En general, se trata de reacciones enzimaticas.
Estas pruebas se clasifican en: pruebas que se utilizan en la identificacion preliminar: catalasa y
oxidasa; pruebas rapidas: hidrolisis del hipurato, B-galactosidasa, aminopeptidasa, ureasa, e
indol; pruebas lentas (lectura de 18 a 48h): 6xido- fermentacién, reduccion de nitratos, rojo de
metilo, voges-Proskauer, agar hierro de Kligler, fermentacién de azlcares, hidrélisis de la

esculina, coagulasa, fenilalanina-desaminasa, ADNasa, entre otras (Fernandez et al., 2010).

4+ Criterio Molecular:

La caracterizacion molecular involucra técnicas moleculares como la PCR (Polymerase Chain
Reaction) y posterior secuenciacion. Estas pruebas son sencillas, precisas y altamente confiables
(Mukadam, Punjabi, Deshpande, Vaidya, & Chowdhary, 2016) Esta caracterizacion esta basada
en el estudio de secuencias de ADN gendmico, usando secuencias cortas especificas de
oligonucledtidos (Wink, 2011).

Para la caracterizacion bacteriana los criterios basados en biologia molecular, buscan
principalmente la secuenciacion de la region 16S rRNA (Geme & Rempe, 2012), debido a que los
genes de esta region contienen algunas secuencias que han sido altamente conservadas a lo
largo del curso de la evolucion y otras que son altamente variables. Este marcador housekeeping
esta presente en todas las especies de bacterias, provee informacion Gtil y rapida sobre su
identificacion y filogenia, a través de la comparacion con bases de datos conocidas, constituyendo
asi el andlisis del 16S rRNA como marcador inicial y en muchas situaciones suficiente para

efectuar una identificacion confiable (Fernandez et al., 2010).
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Los cebadores universales para bacterias mas empleados son 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG; Hogg & Lehane, 1999) y 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT,
Turner, Pryer, Miao, & Palmer, 1999) y la combinacién 341F (CCTAC GGGAGGCAGCAG;
Muyzer, De Waal, & Uitterlinden, 1993) y 907R (CCGTCAATTCMTTTGRTT; Adl et al., 2005).

De igual manera para la identificacion molecular de hongos filamentosos y levaduras se han
hecho pruebas de ADN con secuencias especificas, uno de los marcadores mas utilizado y que
es considerado como barcode universal es la regién ITS (Nuclear ribosomal internal transcribed
spacer), debido a su factible obtencién e informacién disponible en bases de datos que facilitan la
relacion filogénica en diferentes niveles (Seifert et al., 2011). Se usan multiples primes
dependiendo del grupo de hongos, sin embargo los primers universales son: ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'; White, Bruns, Lee, & Taylor, 1990) y NL4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’; White et al., 1990), que permiten obtener la regién ITS-5.8S y
18S parcial. Para levaduras dos regiones ribosomales son secuenciadas: el dominio D1/D2 de la
Subunidad Grande Ribosomal (LSU, proveniente por sus siglas en inglés) (White et al., 1990) que
permite identificacion de levaduras del grupo Ascomycetos y la regién ITS-5.8S (ITS1-5.8S -ITS2
de rDNA), que permite identificar levaduras del grupo Ascomycetos y Basidyomicetos (Vasquez,
Ramirez, & Zulma, 2016)

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo General
Identificar las bacterias y levaduras desde el consorcio de microorganismos Kombucha con fines

de bioprospeccion independiente.

1.7.2 Objetivos Especificos
+ Aislar en medios especificos solidos las bacterias y las levaduras presentes en la comunidad
de la Kombucha.
+ Caracterizar morfolégica y molecularmente las bacterias y las levaduras aisladas desde la
Kombucha.

+ Mantenimiento de las cepas aisladas en el Cepario HUTPL (F).
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2.1 Material de estudio y replicacion del consorcio Kombucha

El consorcio madre de MO denominado Kombucha fue obtenido desde un contacto personal

guien replicé el consorcio en té negro para consumo personal.

o Preparacion del medio de cultivo (Té negro) e inoculacién

La preparacion de este medio de cultivo se hizo con el fin de obtener réplicas jovenes a partir del
consorcio madre Kombucha. En un matraz Erlenmeyer estéril se colocé 1 Litro de agua destilada
con azucar (209,3 g sacarosa) y se calenté hasta su punto de ebullicion dejando homogeneidad
en la mezcla. Finalmente se coloc6 dos sobres de té negro, y posterior filtrado (papel filtro) para

evitar impurezas.

o Inoculacion del consorcio (Kombucha)

Se dispens6 25 mL de medio de cultivo (Té negro) en frascos de vidrio y a partir del cultivo madre
Kombucha, se cort6 fracciones (p/v) pequefias de la bio-pelicula microbiana y se las inoculé en
cada uno de los frascos (Gramza et al., 2016). Se monitore6 durante 7 dias el crecimiento y

desarrollo de las caracteristicas propias que posee el consorcio y la bebida Kombucha.

2.2 Incremento de concentracion de microorganismos del consorcio Kombucha.

El incremento de concentracién de MO del consorcio Kombucha, se lo realizé con el objetivo de
aumentar la cantidad de las bacterias y levaduras del consorcio. Previamente se hizo una
seleccion de las mejores réplicas jovenes del consorcio Kombucha, basandonos en las
caracteristicas la bio-pelicula tales como: forma de disco plano y color blanco cremoso. Se
preparé medio liquido de enriquecimiento GYP (Extracto de Levadura-Peptona-Dextrosa), en la
cabina de flujo laminar se hizo fragmentos pequefios de las réplicas jévenes del consorcio y se los
inoculé en el medio liquido GYP, se dejé en agitacién a 25 r.p.m. a temperatura ambiente, por
48h.

2.3 Aislamiento de Microorganismos desde el medio liquido concentrado
Luego de 48h de incubacion en las condiciones arriba descritas para incrementar la concentracion

de MO, se aislaron los componentes del consorcio por el método de siembra por estria en placa

Fernandez et al., 2010). Para las bacterias se sembré 20 cajas Petri con medio sélido Yeast Mold
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Agar (DIFCO), se incubdé a 35°C por 48 horas y para levaduras se sembrd 20 cajas Petri con
medio solido Sabouraud Dextrosa (DIFCO) y se incubé a 27°C por 48 horas.

2.4 Caracterizacion morfolégica y molecular de bacterias - levaduras

Para la obtencién de las caracteristicas macroscépicas superficiales para bacterias se observo;
forma, color y textura de las colonias. Para las levaduras se evaluaron algunas caracteristicas
macroscopicas como, por ejemplo: color, consistencia y forma de la colonia. Luego de la Tincion
diferencial Gram (Fernandez et al.,, 2010), se analiz6 cada una de las cepas mediante
observacion al microscopio (Olympus BX51), basandonos en la coloraciéon retenida. Para
bacterias se considero la forma de las células (cocos, bacilos, espirilos, capsulas para bacterias) y
para hongos: presencia o0 ausencia de hifas, conidios, pseudohifas, blastoconidias,
ballistoconidias (Mendoza, 2005).

Las estructuras observadas al microscopio fueron enfocadas con los objetivos de 10 a 100x y se
registr6 fotograficamente cada una de ellas. Una vez observadas las caracteristicas de las
colonias se realizaron subcultivos (Silva et al., 2013), hasta obtener cultivos completamente
puros. En los medios de cultivo para levaduras se utiliz6 cloranfenicol al 1% (antibi6tico
bacteriostéatico), para evitar contaminaciones (Tripathi, 2008).

Adicional a la diferenciacion morfolégica, se realizaron pruebas bioquimicas a partir de los
aislamientos puros: para bacterias se hizo la prueba de oxidasa y catalasa; con el fin de
diferenciar a las bacterias del acido acético de bacilos Gram negativos de la Familia
Enterobacteriaceae y entre cocos Gram positivos (Brooks et al., 2013). Para levaduras, se realizé
la prueba de ureasa que pone en evidencia la actividad de la enzima ureasa presente en algunas
bacterias (Fernandez et al., 2010) con el fin de verificar si la cepa pura y aislada corresponde a
una levadura como tal. Finalmente la prueba de tubo germinal; Duarte, Marquez, Araujo, & Pérez,

2002) para descartar Candida albicans, observandose al microscopio con objetivo 40x.

Para la caracterizacion molecular, la preincubacién se realizé desde los aislamientos puros,
donde se inocul6 overnight nuevamente las cepas de bacterias y levaduras en medio liquido GYP,
en tubos de 1.5 ml, por 72 h, con el fin de incrementar la concentracion de cada una de las cepas.
Las temperaturas 6ptimas de overnight fueron 35°C y 27°C para bacterias y para levaduras,

respectivamente.

Se realizé la extraccion de DNA (Anexo 1) de las cepas puras de bacterias obtenidas, el proceso

se siguid de acuerdo a las normas de manufactura para PureLink® Genomic DNA Mini Kit
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(Invitrogen), obteniendo un producto final de 100 pL de DNA por muestra. EI DNA total obtenido
se amplific6 mediante PCR (Polymerase Chain Reaction), usando los primers universales: 27F
(5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3, Hogg & Lehane, 1999) y 1492R  (5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’, Turner, Pryer, Miao, & Palmer, 1999), a una concentracion de 25
pmol, y asi obtener la regiones del gen 16S rRNA. Las condiciones de la PCR fueron como se
describe: 35 ciclos, empezando con una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 minutos, cada ciclo
contiene un paso de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, las temperaturas de anillamiento
segun combinacién de primers es a 50°C, por 30 segundos, una extension a 72°C por 2 min y una
extension final a 72°C por 10 min, se lo realiz6 en un termociclador Veriti® 96-Well Thermal
Cycler. El volumen de reaccién de la PCR fue de 25 uL: 2.5 pL de 10x Pfx amplification buffer,
17.4 pL ddH20 (agua desinonizada, destilada), 0.8 yL de dNTPs (10nM), 0.5uL de mM MgS0O4, de
cada primer 0.8 uL, 0.8 uL de DMSO, 0.2 pL de Platinum Pfx® de Invitrogen y 2 uL de DNA.

Posteriormente, se realizd la extraccion de DNA (Anexo 2) de las cepas puras de levaduras
obtenidas, el procedimiento realiz6 siguiendo las condiciones descritas por el fabricante para
PureLink™ Plant Total DNA Purification Kit (Invitrogen). Se obtuvo un producto final de 50 pL de
DNA por muestra. Se continu6é con la amplificacion del DNA total, por PCR, empleando los
primers universales: ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3', White, Bruns, Lee, & Taylor, 1990)
y NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’, White et al., 1990), a una concentraciéon de 25 pmol.
De tal manera que se obtuvo la region en estudio ITS1-5.8S-LSU parcial (D1/D2) (White et al.,
1990). Las condiciones de PCR se realizaron como se detalla: 35 ciclos, empezando con una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 minutos, cada ciclo contiene un paso desnaturalizacién a
95°C por 30 segundos, las temperaturas de anillamiento segun la combinaciéon de primers es a
55°C por 45 segundos, una extension a 72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 5 min, en
un termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler. El volumen de reaccion de la PCR con el que se
trabajo fue 25uL: 11 pL ddH20, 5 pL Buffer Green, 1.5 uL MgCL2, 0.5 pL dNTPs, 0.5 pL de cada
primer, 0.8 UL BSA (albumina de suero bovino) al 10% y 0.125 uL GoTag® DNA Polymerase y 2
pL de DNA.

Ademas, en cada amplificacion se realiz6 el uso de controles positivos y negativos. Los productos
de la PCR se comprobaron por electroforesis con geles de agarosa al 1% méas 1x GelRed® Safe
Nuclied Acid Gel Stain (Biotium, Hayward, USA), las condiciones de corrida fueron; 128V,
3000mA por 20min. Se utilizé 2 yL de marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen), en el gel se
carg6 2 pL del producto de PCR méas 3 pL de azul bromo fenol para bacterias y para levaduras
directamente 3 pL del producto de PCR. El buffer de corrida fue SB 1X.
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Los productos de PCR tanto de bacterias y levaduras fueron purificados con el protocolo (Anexo
3) para PureLink™ PCR Purification Kit, obteniendo un volumen final de 60 pyL. Se comprobd
nuevamente la calidad de DNA por electroforesis (ver arriba).

Los productos positivos fueron enviados a secuenciar en Macrogen (Seoul-Korea). Una vez
obtenida las secuencias, se procedié a realizar una comparacion con las secuencias de nuestro
estudio y las que se encuentran en la base de datos GenBank, NCBI usando la herramienta
BLAST-SEARCH (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y buscando las similitudes a nuestras

secuencias con sus porcentajes mas elevados.

2.5 Criopreservacioén de los aislamientos puros de bacterias y levaduras

Para preservacion de los MO, se prepar6 tubos con medio de cultivo solido para bacterias Yeast
Mold Agar (DIFCO) y para levaduras Sabouraud Dextrosa Agar (DIFCO), en pico de flauta (Cano,
2006). A partir de los cultivos puros en placa Preti, con asa se tomo una considerable cantidad de
poblacién tanto de bacterias como levaduras y se inoculé en forma de estria en la superficie del
agar inclinado, se incubd hasta lograr crecimiento, posteriormente se cubri6 los tubos con glicerol
estéril (Jang et al., 2017) en condiciones de completa asepsia, dejandolos verticalmente a una
temperatura de almacenamiento de 4°C. A continuacion se prepar6 medio liquido GYP mas
glicerol (30% v/v; Avila et al., 2006), en crioviales se suspendié 1500 puL del medio y desde los
aislamientos puros se tomoé inéculos de bacterias y levaduras, suspendiéndolos en el medio: Se

almacenoé a una temperatura de -78.1°C
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3.1 Obtencion de réplicas jévenes e incremento de microrganismos desde el consorcio
madre Kombucha.

En la Figura 2A se observa la formacion caracteristica de la bio-pelicula del consorcio Kombucha,
esta réplica obtenida se seleccion6 para inocular en medio liquido enriquecido GYP, como se
observa en la Figura 2B existe incremento de bacterias y levaduras.

Figura 2: A) Observacion macroscépica de un ejemplar de las
réplicas jovenes de Kombucha, las flechas indican la formacion del
disco plano, de color cremoso (bio-pelicula de celulosa) y B) la flecha
indica la fermentacion precipitada de microorganismos al fondo del
Erlenmeyer

Fuente y elaboracién: Autora

3.2 Aislamientos obtenidos de bacterias y levaduras del consorcio denominado Kombucha

A partir del incremento de MO en medio liquido (GYP), se obtuvo 10 cultivos puros de bacterias
(Tabla 1, Figura 3A) y 18 cultivos puros de levaduras (Tabla 2, Figura 3B), los 12 cultivos

restantes fueron eliminados por contaminacion con hongos y bacterias.

Tabla 1. Aislamientos de bacterias y codigos asignados por el HUTPL (F).

MEDIO DE CULTIVO AISLAMIENTOS
Ne YM (Yeast Mold Agar) CODIGO CEPARIO UTPL
1 YM KBOO1
2 YM KB002
3 YM KB003
4 YM KB004
5 YM KB0O5
6 YM KB006
7 YM KB0O07
8 YM KB008
9 YM KB010
10 YM KBO11

KB= Kombucha-bacteria

Fuente y elaboracién: Autora
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Tabla 2. Aislamientos de levaduras y c6digos asignados por el HUTPL (F).
MEDIO DE CULTIVO AISLAMIENTOS

N® SDA (Agar Sabouraud CODIGO CEPARIO UTPL
Dextrosa)
1 SDA KL0O1
2 SDA KL0O2
3 SDA KL0O3
4 SDA KL004
5 SDA KLOO5
6 SDA KLOO6
7 SDA KLOO8
8 SDA KL0O9
9 SDA KLO10
10 SDA KLO11
11 SDA KLO12
12 SDA KLO13
13 SDA KLO14
14 SDA KLO15
15 SDA KLO16
16 SDA KLO17
17 SDA KLO18
18 SDA KLO19

KL= Kombucha-levadura

Fuente y elaboracién: Autora

Figura 3: Observacion macroscoépica; A) Ejemplar aislamiento de bacterias segun morfologia colonial se
observa colonias de superficie lisa, con bordes irregulares corresponde al cédigo KB0O06 y B) Ejemplar de
aislamiento de levaduras corresponde al codigo KL014, se observa colonias blanquesinas, pastosas, ovoideas
Fuente y elaboracion: Autora

3.3 Caracterizacién morfologica e identificacién bioquimica.

Acorde a las caracteristicas microscopicas se determiné bacterias Gram + y — (Figura 4), ademas

de visualizacién de levaduras y ausencia de tubo germinal descartando Candida albicans (Figura
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4). Los datos muestran bacterias catalasas + y oxidasas -, asi como levaduras negativas para
ambas pruebas (Tabla 3y 4).

Figura 2: Observacion microscdépica: A) (100x) de bacilos Gram negativos correspondientes a la cepa KB006, B) (100x)
bacilos Gram positivos correspondientes a la cepa KB003, C) (100x) de estructuras ovoideas Gram positivas, correspondiente
la cepa KLOO3 y D) Microscopia (40x) tubo germinal donde no se observo ninguna extension filamentosa de la levadura
descartando Candida albicans.

Fuente y elaboracién: Autora

Tabla 3. Resultados frente a tincidn diferencial Gram e identificacion bioquimica
RESULTADOS
CODIGO CEPARIO Naturaleza Gram CATALASA OXIDASA

UTPL
KB001
KB002
KB004 Bacilos cortos Gram -
KB005 aerobios
KB006
KB007
KB008
KB011
KB003 Bacilos cortos Gram +
KB010 aerobios

Fuente y elaboracién: Autora

o o o o o S o o

Tabla 4. Resultados frente a tincidn diferencial Gram e identificacion bioquimica
CODIGO CEPARIO UTPL RESULTADOS
Tincién Gram Ureasa Tubo germinal
(Fijacién del colorante
cristal violeta)
KLO0O01 -
KLO002 - -
KLO003 - -
KLO0O04 - -

KLO005 - -
KL006 Estructuras ovoideas - -
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KLO008 En algunas cepas - -
KLO009 gemacion - -
KLO10 - -
KLO11 - -
KLO12 - -
KLO13 - -
KLO14 - -
KL015 - -
KLO16 - -
KLO17 - -
KLO18 - -
KLO019 - -
Fuente y elaboracién: Autora

3.4 Caracterizacion molecular

Mediante los analisis moleculares se obtuvieron 25 secuencias, divididas en 8 secuencias para
bacterias y 17 para levaduras, comparadas con la base de datos GenBank, NCBI usando la
herramienta BLAST-SEARCH. El género mas frecuente para bacterias fue Gluconobacter (Tabla

5) y para levaduras el género Zygosaccharomyces (Tabla 6).

Tabla 5. Identificacién de las diferentes cepas de bacterias estudiadas obtenida por BLAST.

CODIGO Organismo Cédigo de Porcentaje Orden
FUNGARIO relacionado (BLAST) acceso de
(Cepas) (GenBank) similitud
BLAST
KBO0O1* - - - -
KB002 Gluconobacter spp. EU131163.1 96% RHODOSPIRILLALES
KB003 Bacillus spp. JF772472.1 84% BACILLALES
KB004 Gluconobacter spp. EU131163.1 96% RHODOSPIRILLALES
0,
KBOO5 Gluconobacter JQ064563.1 76% RHODOSPIRILLALES
oxydans
KBO0O06 Gluconobacter spp. EU131163.1 94% RHODOSPIRILLALES
KBO0O7* - - - -
0,
KB0O8 Stenotrqphomonas HQ647255.1 95% XANTHOMONADALES
maltophilia
i 0,
KB010 BaC|IIu_s _ KY785373.1 96% BACILLALES
amyloliquefaciens
KBO11 Stenotro_phomonas EU430096.1 94% XANTHOMONADALE
maltophilia
Fuente y elaboracién: Autora *=muestra no amplificadas

29



Tabla 6. Identificacién de las diferentes cepas de levaduras estudiadas obtenida por BLAST.

CODIGO
FUNGARIO Organismo relacionado Cédigo de acceso Porcentaje Orden
(Cepas) (BLAST) (GenBank) de similitud
BLAST

KLO01  Meyerozyma guilliermondii KC119207.1 99%
KL002 Meyerozyma guilliermondii KC119207.1 97%
KLO003 Meyerozyma guilliermondii KC119207.2 98%
KLO04  Meyerozyma guilliermondii KC119207.3 98%
KLOO5  Zygosaccharomyces bailii KJ433981.1 91%
KLO06  Zygosaccharomyces parabailii CP019500.1 92%
KLO08  Meyerozyma guilliermondii KC119207.1 93%
KLO09  Zygosaccharomyces parabailii CP019500.1 92%
KL010  Zygosaccharomyces parabailii CP019500.1 92%
KLO11  Zygosaccharomyces parabailii CP019500.1 91% SACCHAROMYCETALES
KLO12  Zygosaccharomyces parabailii CP019500.1 88%
KLO013  Zygosaccharomyces parabailii CP019500.1 90%
KLO014  Zygosaccharomyces parabailii CP019500.1 92%
KLO15  Zygosaccharomyces parabailii CP019500.1 90%
KL016  Zygosaccharomyces parabailii CP019500.1 85%
KLO17 Zygosaccharomyces parabailii CP019500.1 91%
KLO18* - - -
KLO019 Zygosaccharomyces parabailii CP019500.1 91%

Fuente y elaboracion: Autora
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La comunidad o consorcio microbiano presente en el Té de Kombucha puede ser variable acorde
a los distintos lugares que se encuentra distribuida, sin embargo pocas veces se hace estudios
moleculares para verificacion de nuevas adaptaciones microbianas (Jayabalan et al., 2014). Las
réplicas de Kombucha en té negro, parece mantener las mismas caracteristicas de formaciéon de
bio-pelicula segun se describe en bibliografia (Dutta & Gachhui 2006). No obstante cuando el
medio de cultivo cambia por ejemplo al de enriquecimiento (GYP), se puede observar
fermentacion precipitada y generacion de gas (CO2) de MO, debido probablemente al incremento
de bacterias y levaduras del consorcio como ya se indica en el estudio hecho por Mukadam et al.,
2016.

Los estudios han reportado que todo el espectro microbiano de esta bebida esta dominado por
bacterias de acido acético (AAB) y levaduras (Jarrell et al., 2000; Jayabalan et al., 2014; Marsh et
al., 2014). La identificacién basada en criterio molecular (genotipico), se considera mas preciso

en comparacion con los ensayos fenotipicos. El NCBI, (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov), posee un

gran namero de secuencias con nombres ya dados. Molecularmente se obtuvo 8 secuencias de
10 cepas de bacterias en estudio, no fue posible obtener productos de PCR para dos cepas
(HUTPL (F) KB00O1 y KB007)). De acuerdo a la comparaciéon de similitud entre las secuencias
obtenidas para el estudio de las AAB, se identific6 como género predominante a Gluconobacter
spp. para tres cepas y una especie de Gluconobacter oxydans. Segun la literatura las bacterias
predominantes del 4cido acético encontradas en Kombucha son: A. xylium, A. pasteurianus, A.
aceti, Gluconobacter oxydans (Liu, Hsu, Lee, & Liao, 1996) y Gluconacetobacter spp, que tiene
una gran capacidad para producir acido D-sacarico-1,4-lactona (DSL), como ya se reporta en el
estudio hecho por Yang et al., 2010.

También hemos identificado especies que se encuentran en menor proporcién en el consorcio
Kombucha como: una cepa del género Bacillus spp., y una cepa de la especie Bacillus
amyloliquefaciens. Segun bibliografia, los bacilos estdn presentes en alimentos fermentados
(Kubo et al.,, 2011). En el estudio hecho por Santos et al., 2012 sobre el Caxiri una bebida
alcohdlica fermentada tradicional, el analisis morfolégico, bioquimico y molecular de los aislados,
demostré que las bacterias predominantes formadoras de esporas pertenecientes al género
Bacillus fueron: Bacillus sp., Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus simplex y
Bacillus megaterium. Estas especies de bacterias identificadas en los diferentes estudios
mencionados han sido encontradas en otras fermentaciones, como en diversas aplicaciones en la
produccion de alimentos y la biotecnologia. Comparando con el estudio de nuestro consorcio
Kombucha podemos apreciar que los resultados de la diversidad microbiana obtenida son

similares.
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En Kombucha existen diversos tipos de levaduras pertenecientes al género Candida y / o
Saccharomyces (Jayabalan et al.,, 2014). Acorde a la comparacion de similitud entre las
secuencias obtenidas para el estudio de levaduras, se obtuvo 17 secuencias de 18 cepas de
levaduras en estudio, el género dominante fue Zygosaccharomyces, dividido en dos especies
Zygosaccharomyces parabailii para 11 cepas y Zygosaccharomyces bailii para una cepa, no fue
posible obtener productos de PCR para una cepa (HUTPL (F) KLO18). Zygosaccharomyces bailii
predomina y se adapta facilmente al ambiente del Kombucha debido a su habilidad para tolerar
elevadas cantidades de sacarosa y acido acético, como ya se indica en el estudio hecho por
Mukadam et al., 2016.

En la mayor parte de industrias de alimentos y bebidas, Z. bailii es considerada como una
levadura de deterioro problematica debido a su alta resistencia a los conservantes y alta
tolerancia a diversos estreses (Stratford et al., 2013). Independientemente de estar asociada al
deterioro, los posibles efectos beneficiosos de Z. bailii también se han propuesto en las industrias
alimentarias, asociado a la fermentacion alcohdlica para la produccién de vino y champagne
(Domizio et al., 2011). En el estudio por Xu et al., 2017 sobre licor de sabor chino Maotai, que se
produce a partir de granos mediante una fermentacion espontanea, donde las levaduras
desempefian un papel esencial en la fermentacién, en sus resultados reportan que S. cerevisiae
contribuye significativamente a la calidad del licor y Z. bailii es la especie dominante en la

fermentacion del licor.

En nuestro estudio, se identific6 con éxito Zygosaccharomyces bailii, que es una especie de
levadura conocida dentro del consorcio Kombucha y otros alimentos fermentados (Mukadam et
al., 2016), mientras que Zygosaccharomyces parabailii fue la especie mas frecuente en 11
cultivos de los 17 identificados. De acuerdo al estudio de Suh et al., (2013) reporta que por
filogenia molecular, se demostré que las levaduras del género Zygosaccharomyces estan
divididas en tres grupos principales, y dos de los grupos se distinguen de la cepa de Z. bailii a
nivel de especie; proponiendo Zygosaccharomyces parabailii y Zygosaccharomyces pseudobailii,
cambiando asi la taxonomia para estos géneros, o que quiere decir que en nuestro estudio
Zygosaccharomyces parabailii es una especie que se ha adaptado al consorcio microbiano
Kombucha, probablemente debido al clima, area geografica, y podria ser estudiada para ser

aplicada en diferentes estudios de fermentacion de alimentos y bebidas.

Otras especies identificadas como Stenotrophomonas maltophilia en tres cepas y Meyerozyma
guilliermondii para cinco cepas, son generalmente reportadas como patégenos peligrosos para los

cultivos en estudio y el ser humano, debido a que desarrollan mecanismos de resistencia frente a
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distintos antibidticos (An & Berg, 2018). Se ha identificado Stenotrophomonas maltophilia en
diversas fermentaciones, estas son consideradas contaminantes o indeseadas, debido a posible
contaminacién por manipulacién durante la aplicacién de métodos microbioldgicos, tal y como lo

reporta en su estudio Thanh et al., 2016.

Meyerozyma guilliermondii es considerada como una levadura infecciosa emergente del grupo de
especies de Candida no albicans (NAC), aparte de la importancia clinica, esta levadura esta
relacionada con alimentos fermentados (Daniel et al., 2009), es conocida por la produccion de
compuestos de sabor en alimentos fermentados y produccion eficiente de isoflavona aglicona,
gue es un compuesto bioactivo, conocido por la sobreproduccién de vitamina B2 (riboflavina),

como se reporta en el estudio hecho por Kim et al., 2009.

No se pudo obtener productos de PCR de tres cepas (HUTPL (F) KB001, KBOO7 y KL018), es de
nuestro conocimiento que son varios los factores que pueden afectar de forma negativa los
productos de PCR como por ejemplo; contaminacién con ADN extrafios, errores de manipulacion
durante los procedimientos y degradacion de ADN, sin embargo se pueden aplicar otros métodos
de PCR, como por ejemplo; PCR anidada conocida como Nested PCR, es una variante de la PCR
convencional, comprende dos rondas de amplificacién con diferentes pares de cebadores en
cada una, lo que permite incrementar la sensibilidad y la especificidad de la deteccion (Castillo et
al., 2016, Galvis et al., 2015).

De acuerdo a las caracteristicas microscopicas nuestro estudio deja 10 cepas de bacterias y 18
cepas de levaduras morfolégicamente identificadas. Las colonias aisladas desde GYP e
inoculadas en medio Yeast Mold Agar se identificaron inicialmente por criterio morfoldgico, a
través de tincién diferencial Gram, dando resultado bacilos cortos Gram — y +. Segun la literatura
las bacterias del acido acético (AAB) son Gram-negativas o Gram-variables, que no forman
esporas elipsoidales, se observan en forma de bastén o varilla, pueden aparecer en cadenas
simples pares o cortas (Mamlouk & Gullo, 2013), siendo similar a los resultados realizados por
Mukadam et al., 2016.

En el andlisis de las cepas aisladas en agar Sabouraud Dextrosa, segun criterio morfolégico por
Tincion diferencial Gram se obtuvo estructuras caracteristicas de las levaduras como: forma
ovoidea y algunas cepas en gemacion, como se indica en los estudios hechos por Turner et al.,
1999 y Suérez et al., 2016.

Por otra parte en cuanto a criterio bioquimico nuestros datos muestran bacterias catalasas (+) y

oxidasas (-), los géneros de la familia Acetobacteraceae, exhiben catalasa positiva y oxidasa
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negativa, oxidan lactato y acetato a CO. y H20, como se indica en el estudio de aislados por
Kadere et al., 2008.

Nuestros aislados de levadura se sometieron a la prueba de tubo germinal que resultd ser
negativa. La bibliografia indica que la prueba del tubo germinal es de gran utilidad para
identificacion de Candida albicans, esta levadura causa méas del 75% de infecciones provocadas
por hongos, cultivada en suero produce aproximadamente a las de 3 h una extensién filamentosa
denominada tubo germinativo (Duarte et al., 2002; Romi et al., 2014; Hernandez & Pérez, 2015),
adicional a ello se hizo prueba de ureasa, que fue negativa lo que significa la posibilidad de
presencia de otro género de levadura en el cultivo (Deorukhkar & Saini, 2014), comparando estos
resultados con los hechos por Mukadam et al., 2016 son similares a los obtenidos en nuestro
estudio. Estos resultados obtenidos y fundamentados segun literatura, fueron los de identificacion
primaria para los MO de nuestro consorcio Kombucha, mediante el analisis fenotipico

considerando caracteristicas macroscGpicas, microscépicas y pruebas bioquimicas.

Finalmente, la composicion microbiana de Kombucha varia, asi como del uso de diferentes
materiales de partida como son el azlcar, Té y un cultivo de iniciacion diferente dara lugar a una
variacion en el proceso de fermentacion. Por lo tanto, la formacién de productos finales variables
0 metabolitos podrian mostrar una diferencia en la actividad. Haciendo necesario identificar a los
MO presentes en Kombucha. Con una vision hacia el futuro la caracterizacion quimica y la
evaluacion de la actividad biolégica de este Té fermentado se pueden ejecutar para comprender

el ciclo de fermentacién y sus efectos beneficiosos sobre la salud humana.
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CONCLUSIONES

Los microorganismos aislados desde el consorcio Kombucha fueron las bacterias y
levaduras comunes Acetobacteriaceae y Zygosaccharomyces respectivamente.

Zygosaccharomyces parabailii se muestra como una levadura nueva probablemente

adaptada en nuestro medio al consorcio microbiano Kombucha.
Ademas, en el consorcio estudiado se identificO otros microorganismos presentes en
menor porcentaje: Baciillus spp., Bacillus amyloliquefaciens, Meyerozyma guilliermondii, y

Stenotrophomonas maltophilia.

El método de aislamiento fue adecuado para captar una elevada diversidad de bacterias y

levaduras desde el consorcio.
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RECOMENDACIONES

Es importante explorar otros métodos microbiolégicos para obtener una diversidad mas amplia de
bacterias y levaduras; como son el uso de otros medios de cultivo que favorezcan el crecimiento

de varios microrganismos presentes en fermentaciones.

Se podria inocular el consorcio Kombucha en otras bebidas que brinden una mejor fermentacion,

y por ende mas diversidad microbiana.

Se recomienda la aplicacibn de métodos moleculares mas actuales; como por ejemplo
metabarcoding que es un método rapido de evaluacion de la biodiversidad que combina dos
tecnologias: identificaciéon basada en ADN y secuenciacién de ADN de alto rendimiento, utiliza
cebadores de PCR universales para amplificar en masa los cédigos de barras de ADN a partir de
colecciones masivas de organismos o de ADN ambiental, haciendo un analisis de comunidades

microbiol6gicas probidticas.
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ANEXO 1. Protocolo de extraccion de DNA para bacterias: PureLink™ Genomic DNA Mini
Kit

Bacterias Gram-negativas

Previo: se realizd una preincubacion desde los aislamientos puros, donde se inocul6 overnigt con
medio liquido GYP, en tubos de 1.5 mL, por 72h para incrementar la concentracion de cada una
de las cepas.

Es importante antes de iniciar con el protocolo mantener el bloque de calor a 37 y 55°C.

Lisado y unién
1. Afada 180 pL de Pure Link Genomic digestion buffer + 20 ul Proteinasa K (lisis).
Incubar a 55°c por 30 min.
Afiada 20 pL de RNasa A, agitar (vértex por 2 min).
Anada 200 pL de Pure Link Genomic Lysis/Binding buffer (mezclar de 2 a 5 seg).
Afiada 200 pL etanol al 96% (vOrtex por 5 seg).
Colocar el lisado en la columna (640 pL).
Centrifugar la columna durante 1 min a velocidad maxima.
Desechar el tubo de recogida y coloque la columna en un nuevo tuvo limpio.

© N Ok

Lavado (DNA)
9. Afada 500 pL de buffer de lavado 1 (debe estar preparado con etanol).
10. Centrifugar durante 1 min a velocidad maxima.
11. Desechar el tubo de recogida y colocar la columna en un nuevo tubo limpio.
12. Afada 500 pL de tampon de lavado 2, repetir paso 10 por 3mim

Elucién (DNA)
13. Colocar la columna de centrifugacion en un tubo limpio (1,5mL)
14. Aflada 100 pL de Pure Link Genomic buffer de elucion a la columna.
15. Repetir paso 10
16. Incubar a temperatura ambiente durante 1 min.
17. Repetir paso 10 y desechar la columna.
18. Si se quiere recuperar mas cantidad de DNA se recomienda repetir paso 14y 17.
19. Aimacenar del DNA total a - 20°C (Volumen final o

Nota: para las bacterias Gram positivas para el paso de lisado se debe preparar Lisozima buffer
de digestion y la incubacion es a 37°C durante 30 min, de ahi continuar como indica el protocolo.
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ANEXO 2. Protocolo de extraccion de DNA para levaduras: PureLink™ Plant Total DNA

Purification Kit

Previo: de igual manera, preincubacion desde los aislamientos puros, donde se inoculé overnigt
con medio liquido GYP, en tubos de 1.5 mL, por 72h.

Antes de iniciar con el protocolo centrifugar overnigt, eliminar el sobrenadante y mantener el
blogue de calor a 57°C.

Lisado y union:

1.

2.
3.
4

Triturar el tejido (sedimento de levaduras).

Afada 250 pL de buffer R2, seguido vortex.

Anada 15 pL de RNasa, seguido vortex.

Incubar el lisado a 55°C durante 15 min, centrifugar el lisado a velocidad maxima durante
5 min.

Transfiera el sobrenadante transparente a un tubo estéril (1,5 mL) tubo, afiada 100 uL de
buffer N2, seguido vortex.

Incubar sobre hielo durante 5 min, centrifugar a velocidad maxima en una durante 5 min a
temperatura ambiente.

Transfiera el lisado a un nuevo tubo con columna estéril, afiada 300 puL de buffer B4,
seguido vértex

Cambiar el lisado a un tubo estéril con columna, centrifugar la columna a velocidad
méaxima durante 30s, seguido incubar a temperatura ambiente durante 1 min.

Lavado (DNA):

9.

10.
11.

12.
13.
14.

15.

Afiada 500 uL de buffer de lavado (W4), centrifugar a velocidad maxima durante 30 seg a
temperatura ambiente.

Desechar el flujo a través del tubo de lavado y colocar la columna de nuevo en el tubo.
Afiada 500 pL de buffer de lavado (W5) con etanol, centrifugar velocidad maxima durante
30 seg a temperatura ambiente.

Desechar el flujo a través del tubo de lavado y colocar la columna en el tubo

Repetir Los pasos 9 al 11.

Centrifugar a velocidad maxima durante 2 min a temperatura ambiente para eliminar
cualquier buffer de lavado residual (W5).

Desechar el tubo de lavado.

Elucién (DNA)

16.
17.

18.

19.

20.

Colocar la columna en un tubo estéril (1,5 mL).

Afada 100 pL de buffer de elucion E1 o estéril, incubar a temperatura ambiente durante 1
min.

Centrifugar a velocidad maxima durante 1 min. El tubo de eluciéon contiene el ADN
purificado.

Para recuperar mas ADN, realizar una segunda etapa de elucion utilizando 100 pL de
tampon de elucién (E1) o agua estéril. Es posible realizar la segunda elucién utilizando el
mismo tubo de elucion o en un tubo diferente.

Almacenar el ADN purificado a -20°C
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ANEXO 3. Protocolo de purificacion de DNA: PureLink™ PCR Purification Kit

Los productos de PCR tanto de bacterias y levaduras fueron purificados.

Union (DNA)
1. Unir 92 pL de B2 (debe contener isopropanol) con 20 pL del producto de PCR, seguido
vortex para mezclar.
2. Pipetear el volumen obtenido del paso 1 (112 pL), a un tubo colector con columna,
centrifugar durante 1 min a velocidad méxima.
3. Descartar el liquido del tubo colector.

Lavado (DNA)

4. Reinsertar la columna en el tubo colector, y afiada 550 pL de W1 (comprobar g tenga
etanol).

5. Centrifugar de 2 a 3 min a velocidad maxima.

Elucion

6. Colocar la columna dentro de un tubo estéril (1,5 mL)

7. Afada 30 pL de elucién buffer

8. Incubar durante 1 min a temperatura ambiente.

9. Centrifugar durante 2 min a velocidad maxima.

10. Repetir del paso 7 al 9).

11. Finalmente se descarta la columna, y los tubos de elucién contienen los productos de PCR
purificados.

12. Almacenar -20 ° C
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