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Titulo: Aislamiento, seleccion e identificacion de levaduras Saccharomyces cerevisiae
nativas de Alboraya para la produccién de cerveza.

Resumen: En los ultimos afios el mercado de la cerveza esta experimentando nuevas
tendencias de consumo. EI consumidor demanda una mayor variedad de cervezas en
cuanto a sabor y aroma. En la fabricacion de cerveza es esencial la levadura empleada,
puesto que, es la responsable de la mayor parte de los compuestos aromaticos presentes
una vez finalizada la fermentacion del mosto. Por esto, tratamos de aislar e identificar
levaduras nativas del municipio de Alboraya, concretamente Saccharomyces cerevisiae,
la mas conocida en la elaboracion de cerveza. Esto nos permitiria obtener un perfil
aromatico particular para producir cerveza. Para ello, se realizd6 un muestreo en el
campo, mas tarde, se aislaron las diferentes cepas y se seleccionaron mediante el
fenotipo: ensayos de crecimiento en medio liquido y en placa, en medios restrictivos y
no restrictivos para la especie en cuestion. Posteriormente, se procedid a la
caracterizacion molecular de aquellas cepas putativas mediante analisis filogenéticos y
de “Restriction fragment length polymorphism” (RFLP) de secuencias de regiones
ribosomicas generadas por ‘“Polymerase chain reaction” (PCR). Mediante esta
metodologia identificamos S. cerevisiae asociada a suelos de higuera.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, seleccion de levaduras, cerveza, PCR,
RFLP.

Title: Isolation, selection and identification of Saccharomyces cerevisiae strains native
to Alboraya for beer brewing.

Abstract: In the past few years, the Spanish beer market has experienced new consumer
trends. The consumer demands more beer variety in terms of flavor and aroma. The
yeast used in the manufacturing of beer is essential as it is responsible for most of the
aromatic compounds present after the fermentation of the must. The most widely-
employed brewing yeast is Saccharomyces cerevisiae. In this project, we attempted to
isolate and identify strains native to the municipality of Alboraya, searching specifically
for strains of Saccharomyces cerevisiae. This will allow us to obtain a particular
aromatic profile for beer brewing. For this, a sampling was carried out in the field and
the different strains were then isolated and selected phenotypically using growth tests in
liquid and solid medium in restrictive and non-restrictive conditions. Subsequently, we
carried out a molecular characterization of the candidate strains employing restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analyses of PCR-derived ribosomal sequences.
Through this methodology, we identified a S. cerevisiae strain found in the soil of a fig
tree.
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1. INTRODUCCION

1.1. CLASIFICACION- TAXONOMIA DE LAS LEVADURAS.
Las levaduras son hongos predominantemente unicelulares. Forman parte del reino Fungi,
dentro del subreino Dikarya, que se divide en Ascomycota y Basidiomycota (Kurtzman et al.,
2011). Generalmente las levaduras, ya sean ascomicetos o basidiomicetos, se caracterizan por su
crecimiento asexual que se produce predominantemente por gemacién o fision, y que no forman
sus estados sexuales dentro o sobre un cuerpo fructifero.

Generalmente se relaciona la palabra levadura directamente con el proceso de fermentacion,
mas concretamente con el del pan, la cervezay el vino. Por lo que es comun el considerar a las
levaduras como hongos fermentativos. De hecho, muchas veces se ha tratado a las levaduras
como sinénimo de Saccharomyces. Sin embargo, no todas las levaduras tienen capacidad
fermentativa (Kurtzman et al., 2011).

En total, se han descrito mas de 1500 especies de levadura (Kurtzman et al., 2011). El grupo
Saccharomyces sensu stricto es un grupo de especies de levaduras estrechamente relacionadas.
Lo conforman: S. cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus, S. paradoxus, S. uvarum, S. mikatae, S.
kudriavzevii, S. arboricola, S. eubayanus y S. jurei, especie recientemente afiadida, aislada de la
corteza del roble y del suelo circundante (Naseeb et al., 2017). La variacion genética de este
grupo es alta a nivel de cepa, tanto en términos fenotipicos como moleculares.

1.2. IMPORTANCIA DE LAS LEVADURAS EN LA CERVEZA

Anton van Leeuwenhoek (1632-1723) fue un neerlandés comerciante de tejidos, que se dedicd
al pulido de las lentes y fue la primera persona que observo y describi6 las levaduras al tomar
muestras de cerveza, que examin® a través de su primitivo_microscopio de lente simple.
Aunque, fue mas tarde, cuando Louis Pasteur (1822-1895) habiendo realizado estudios
detallados sobre la fermentacion en vinos y cerveza, concluyé que las levaduras eran las
responsables de convertir el azlcar en etanol y diéxido de carbono, cuando eran obligados a
vivir en condiciones anaerobias.

La importancia de las levaduras reside en su larga relaciéon con la sociedad humana debida
principalmente a la produccion de pan, cerveza y vino. La cerveza, es la bebida resultante de la
fermentacion del mosto procedente de granos de cereal, normalmente cebada, y que es
aromatizada con ldpulo. Se trata de un producto muy antiguo, se han hallado indicios de su
fabricacion que datan del 3500- 3400 a.C. en el Alto Egipto (Maksoud et al., 1994).

Ademas, a nivel industrial, desempefian un papel fundamental en la fabricacion de diversos
productos como son el pan, las bebidas alcohdlicas (cerveza, sidra, sake, vino), saborizantes,
pigmentos y antibidticos. Entre las especies de levaduras més importantes y conocidas destaca
Saccharomyces cerevisiae, actualmente es la levadura mejor estudiada tanto en sus
caracteristicas fisiolégicas como genéticas, incluso se ha secuenciado su genoma completo
(Goffeau et al., 1996).



Segun un informe presentado en 2016 por el Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacién y
Medio Ambiente junto con la asociacion Cerveceros de Espafia
(https://cerveceros.org/uploads/CE-informe-economico-2017-FINAL.pdf), la cerveza supera el
1,4% del PIB. La venta de cerveza crecié un 3,4 % en 2016, ademas de incrementarse en un 3 %
el consumo de cerveza.

En cuanto al poder de la levadura en la fermentacidn, reside en su capacidad de producir etanol
y CO, a partir de azucares en condiciones anaerobias. Respiran en presencia de oxigeno y
fermentan en ausencia de éste utilizando el azlicar como sustrato respiratorio para formar etanol.
Aunque, existe un efecto denominado Crabtree, por el cual las levaduras al estar en un medio
rico en azUcares, son capaces de utilizarlos por fermentacion incluso en presencia de oxigeno
(De Deken, 1966).

El etanol y CO, son los productos mayoritarios de la fermentacion, pero se producen otros
minoritarios, que son los responsables de aportar el perfil exclusivo organoléptico de cada
cerveza. Estos compuestos minoritarios son los acidos, ésteres, alcoholes de fusel, aldehidos y
cetonas (ver Figura 1).

Aromas
desagradables

B

H.S

Precursores

Sulfatos aromaticos

Sulfitos

H.S

Diacetilo

v
Piruvato

2= 4
/ \4\‘ v
'Acetaldehido ceto-acidos

Acetil~CoA

Etanlol l /

Acidos grasos Alcoholes

l CoA —I—shpeﬂores

Compuestos
activos del
aroma

Acetaldehido

Compuestos Sulfurosos
Olores activos

Alcoholes
Superiores

Etanol
Esteres

Acidos grasos

Acidos grasos MEDIO EXTRACELULAR

Figura 1. Formacion de compuestos aromaticos durante la fermentacién alcohdlica.
(Fuente: Tomada de Rojas 2002.)

Los ésteres y los alcoholes contribuyen a las caracteristicas organolépticas de la cerveza de
forma positiva 0 negativa segln su concentracion. Los ésteres constituyen un grupo importante
en los compuestos aromaticos de esta bebida. El éster mas frecuente es el acetato de etilo
(aroma frutal). Otro de los ésteres que suele estar presente y facil de reconocer es el acetato de
isoamilo (aroma a banana). El factor principal que afecta a la cantidad de ésteres y alcoholes
producidos es la cepa de levadura. (Pires et al., 2014; Loviso y Libkind, 2018).

Existen tres tipos principales de cerveza que se clasifican segun la levadura utilizada (Tinto
Garcia-Moreno et al., 2010). Estos tipos son los denominados: Ale, cervezas de fermentacion
alta, utilizando la especie Saccharomyces cerevisiae; Lager, cervezas de fermentacion baja,
utilizando la especie Saccharomyces carlsbergensis; las de fermentacion esponténea, las cuales
utilizan las levaduras presentes de manera natural en el mosto.
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El utilizar una cepa concreta por sus caracteristicas, ha llevado a la seleccion y conservacién de
microorganismos. Los cerveceros adquieren las levaduras necesarias para producir cerveza a
través de empresas que cuentan con bancos de levaduras, obteniendo la 6ptima para cada estilo
de cerveza.

1.3.HABITAT DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE.
El habitat de S. cerevisiae ha sido continuamente discutido por diversos autores, y a dia de hoy,
no nos consta que se haya resuelto esta incognita.

Hasta hace unos afios, se creia generalmente que esta especie habitaba en frutos con un alto
contenido en azlcares, como son las uvas. Méas recientemente, se ha encontrado de manera
reiterada y consistente esta especie en la corteza de robles y suelos adyacentes (Sampaio y
Gongalves, 2008; Sniegowski et al., 2002). Ademas de los ambientes descritos anteriormente, se
ha encontrado también esta especie en hojas en estado de descomposicion, en estiércol (Banno y
Mikata 1985), y en éarboles del género Quercus y arboles planifolios (Naumov et al.,
1998;Sniegowski et al., 2002).

1.4. IDENTIFICACION DE LEVADURAS
Actualmente son diversos los métodos para la identificacion de levaduras, los cuales varian en

funcidn del tiempo, especificidad, sensibilidad, costes, etc. De esta manera, cada laboratorio
puede adoptar los mas acordes a su capacidad y disponibilidad.

1.4.1.Métodos tradicionales para la identificacion de levaduras

Para clasificar o nombrar una levadura desconocida, tradicionalmente se ha realizado mediante
caracteres fenotipicos. Primero se establece el género al que pertenece, basandonos en
caracteristicas sexuales y morfoldgicas como la forma y tamafio de las células, la apariencia de
la colonia y la produccion de pigmentos. Una vez que se conoce el género, la especie
generalmente puede determinarse mediante las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas como
la fermentacién o asimilacién de glucosa y otros azUcares, la necesidad de vitaminas, desarrollo
en presencia de ciertos inhibidores, etc. (Gilliland 1971; Kurtzman y Phaff 1987). No obstante,
en la actualidad, estas técnicas se complementan y/o sustituyen con un analisis molecular de las
cepas a identificar.

1.4.2.Métodos moleculares de identificacion de levaduras.
Las técnicas moleculares se basan principalmente en el estudio de las moléculas de ADN y
ARN. Los datos obtenidos del estudio del genoma han contribuido al esclarecimiento de las
relaciones filogenéticas entre los grupos taxonémicos de levaduras. Actualmente, las técnicas
moleculares que se describen a continuacion, son las més utilizadas:

1.4.2.1. Métodos para la identificacion de especies

1.4.2.1.1. Métodos basados en el analisis de regiones ribosomales
Estas técnicas son las més empleadas en la actualidad debido a su eficacia y, por
tanto, seran los métodos empleados en este trabajo.

1.4.2.1.1.1. Secuenciacion de regiones ribosomales
Los genes ribosomales presentan una secuencia con un alto grado de
conservacion a nivel de género y especie en los organismos eucariotas. Estos
métodos se basan en la determinacion y comparacion de las secuencias de
nucledtidos en estas regiones. Las dos regiones mas cominmente utilizadas son
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las correspondientes a los dominios D1 y D2 ubicados en el extremo 5' del gen
26S (Nwaiwu, 2016) y el gen 18S (Sorof Uddin y Cheng, 2015). La técnica
consiste en amplificar del ADN genomico estas regiones por PCR y
posteriormente secuenciar los fragmentos amplificados. En los sistemas de
secuencia automatica (Salazar Montes, et al., 2016), cuatro tintes fluorescentes
se utilizan para identificar cada una de las bases (A, G, C y T). Los colorantes
se incorporan por medio de amplificacion por PCR usando los mismos
cebadores. Los fragmentos de ADN marcados de esta manera se separan en
capilares finos en términos de su tamafio y son excitados simultaneamente por
un laser, produciendo una emision que es diferente para cada uno de los
colorantes. Las sefiales generadas son luego transformadas por software en
picos de color, cada uno de los cuales corresponde a un nucleétido. La
separacion es rapida y permite leer aproximadamente 600 nucledtidos en 2 0 3
h, segin el modelo del secuenciador.

1.4.2.1.1.2. Andlisis de perfiles de restriccion de ADNr (RFLP)

Esta técnica (Restriction Fragment Length Polymorphisms) (Botstein et al.,
1980) se basa en la amplificacion por PCR de estas regiones del ADN
ribosémico y la posterior restriccion del fragmento amplificado por
endonucleasas. Los productos de amplificacién se visualizan en geles de
agarosa. Esta técnica, se caracteriza por su facil ejecucién y su reproducibilidad.
Una regién ribosomica que es muy Util para diferenciar a nivel de especie es la
que incluye el gen 5.8S 'y las regiones intergénicas adyacentes ITS1 e ITS2.

14212, PCR-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

La electroforesis en gel desnaturalizante (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis,
DGGE) (Fischer y Lerman, 1983) es una técnica de huellas digitales genéticas
basada en la amplificacion por PCR (Muyzer et al., 1993). En PCR-DGGE, se
pueden separar fragmentos de ADN de la misma longitud pero con secuencias de
pares de bases diferentes.

Tras amplificar el fragmento de ADN de interés, una vez finalizada la
electroforesis, las bandas resultantes se pueden identificar mediante comparacién
con bandas generadas por cepas patrén, o bien se puede recortar, aislar y purificar el
ADN y someterlo a una reamplificacion y secuenciarlo.

1.4.2.1.3. La hibridacién in situ fluorescente (FISH)

La hibridacién in situ fluorescente (Fluorescente In Situ Hybridization, FISH)
(Trask, 1991) es una tecnologia que utiliza sondas de ADN marcadas con un
fluoréforo. Cuando la muestra de ADN se desnaturaliza se le afiade la sonda de
interés, asociandose al ADN de la muestra en el sitio diana por hibridacion, tras lo
cual volvera a formar una doble hélice. Posteriormente, se observan las células en
el microscopio de fluorescencia, y aquellas que emiten fluorescencia son las que
presentan la secuencia diana en el ADN cromosomico. La FISH utiliza tres tipos de
sonda: las sondas especificas de un locus, las alfoides o centroméricas y las de para
cromosomas completos. Es una técnica que permite diferenciar especies dentro de
una misma muestra, utilizando sondas especificas y diferentes fluorocromos.

-4-



1.4.2.1.4. PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real o cuantitativa (Higuchi et al., 1992) permite amplificar y
cuantificar la secuencia de cidos nucleicos de forma simultanea, dentro del mismo
vial. Mediante fluorescencia, es posible conocer al momento la cantidad de ADN
que se estd formando. La emision de fluorescencia tras cada ciclo es proporcional a
la cantidad de ADN que se esta amplificando.

Esta técnica permite empleando un fluorocromo de unién inespecifica a la doble
hebra de ADN, identificar fragmentos amplificados de DNA concretos a partir de la
Tm que es especifica para el fragmento amplificado que se estd buscando; y cuyos
resultados son obtenidos a partir de la observacién de la curva de disociacién de las
muestras de DNA analizadas. Para la identificacion de la especie, mediante un visor
de genoma (por ejemplo www.ensembl.org), se busca el gen o la secuencia de
interés e indica el nimero de repeticiones y en qué especies. Ademas, también se
puede identificar la especie por secuenciacion del fragmento amplificado o
mediante el uso de marcadores moleculares (por ejemplo: RAPD, SSR, CAP).

1.4.2.2. Métodos para diferenciar a nivel de cepa

1.4.2.2.1. Electroforesis en gel de campo pulsado de cromosomas
(PFGE):

La Electroforesis en gel de campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis, PFGE)
(Schwartz y Cantor 1984), es una técnica que permite diferenciar especies y
también a nivel de cepas. Debido a que los fragmentos superiores a 20-40kb no
pueden separarse empleando la electroforesis convencional en gel de agarosa, se
altera periddicamente la orientacion del campo eléctrico, permitiendo a las
moléculas desplegarse y avanzar a través de los poros en conformacion extendida
(Nassonova, 2008).

Los pasos a seguir son los siguientes: se preparan las células, ademas de los tapones
de agarosa, lisis celular, lavado, digestion enzimas de restriccion, preparacion y
corrida del gel, coloracién, documentacion y analisis de los fragmentos de ADN
obtenidos mediante BioNumerics software. Estos patrones sirven un codigo de
barras virtual que "tipifica" las cepas y permite determinar si los aislamientos estan
estrechamente relacionados (Sharma-Kuinkel et al.2014).

1.4.2.2.2. Analisis de restriccion del ADN mitrocondrial (ADNmt)
Esta técnica permite diferenciar cepas del género Saccharomyces puesto que el
ADNmMt de la levadura Saccharomyces cerevisiae presenta variabilidad dentro de la
especie. Se realiza mediante digestion total del ADN vy utilizacion de enzimas de
restriccion que cortan el ADNmt (Xuan et al., 2017).

1.4.2.2.3. M¢étodos basados en la técnica PCR:

1.4.2.2.3.1. Polimorfismos de ADN amplificados al azar (RAPD).

La técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic ADN-PCR) (Williams
et. al, 1990) amplifica por PCR secuencias no especificas del genoma
distribuidas aleatoriamente por el mismo. Se obtiene una amplificacion de
fragmentos polimdrficos de ADN mediante oligonucle6tidos cortos de
secuencia arbitraria. Los fragmentos amplificados se observan por
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electroforesis como un gran nidmero de bandas, y pueden ser comparados
usando el programa BLASTN de NCBI (National Center of Biotechnology
Information).

1.4.2.2.3.2. PCR de regiones repetitivas del genoma (microsatélites y
minisatélites)
Los microsatélites (Sjakste et al., 2014) y minisatélites (Vergnaud y
Denoeud, 2000) son secuencias cortas que se repiten a lo largo del genoma
de manera abundante y al azar. Las secuencias de los microsatélites las
forman no més de 10 pb, mientras que los minisatélites tienen entre 10 y
100 pb. Son buenos marcadores moleculares para la identificacién intra e
interespecifica, debido a que son altamente variables entre especies. La
variabilidad de estas secuencias se detecta mediante amplificacién por PCR
usando oligonucle6tidos especificos. Los productos amplificados pueden
visualizarse en geles de agarosa.
La identificacion de microsatélites, se puede realizar a partir de genotecas,
completas o enriquecidas en secuencias microsatélite. La identificacion de
estas repeticiones in silico se puede realizar a partir de bases de datos como:
Repeat master, Sputnik, Tandem Repeat Finder.Base de datos de
repeticiones en tndem http://minisatellites.u-psud.fr/.

1.4.2.2.3.3. Amplificacion de secuencias o

Las secuencias & (Cameron et al., 1979) son secuencias de 330 pares de
base que estadn distribuidas de manera frecuente en el genoma de las
levaduras. La técnica se basa en la utilizacion de cebadores especificos a
estos elementos & para amplificar las secuencias comprendidas entre estos
elementos. Los perfiles de amplificacion se visualizan en geles de agarosa.
Los elementos & no estan presentes en levaduras no-Saccharomyces, por lo
tanto esta técnica es limitada para Saccharomyces. .

1.4.2.2.4. Polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados
La técnica AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) (Zabeau y Vos, 1993)
permite analizar al azar regiones del genoma sin tener conocimiento previo de este.
El procedimiento es el siguiente: se digiere el ADN celular total con una 0 mas
enzimas de restriccion y ligamiento de adaptadores especificos de restriccion de
medio sitio a todos los fragmentos de restriccion. Amplificacion selectiva de
algunos de estos fragmentos con dos cebadores de PCR que tienen el adaptador
correspondiente y las secuencias especificas del sitio de restriccion. Separacion
electroforética de los amplicones en una matriz de gel, seguida de la visualizacién
del patron de la banda.


http://minisatellites.u-psud.fr/

2. MATERIALES Y METODOS

Hemos diferenciado este trabajo en tres etapas: muestreo, fase de caracterizacién
fenotipica y fase de caracterizacion molecular. En el muestreo tomamos las muestras sobre las
que trabajar. En la fase de caracterizacion fenotipica seleccionamos los posibles candidatos de
Saccharomyces cerevisiae para luego en la fase de caracterizacién molecular confirmar estos
posibles candidatos.

2.1. MUESTREO

Con el objetivo de obtener una levadura autdctona, concretamente Saccharomyces cerevisiae, se
procedio6 a la toma de muestras en el municipio de Alboraya y sus municipios colindantes (ver
Figura 2), donde se realizaron dos tandas de muestreo de 40 muestras aproximadamente cada
una.
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Figura 2. Alguns ejempls de pla

nisperero.

Se tomaron muestras del suelo, hojas (haz y envés), fruto y tronco de la planta.

Las muestras se tomaron con ayuda de una espatula, evitando no tomar demasiada materia para
que mas tarde, en la caracterizacion de las muestras, no nos impidiese observar el crecimiento
en los tubos. Se depositaron en tubos eppendorf de 1,5 mL que contenian 200 uL de medio PBS
con 0,1% Tween 20 y se guardaron a 4°C.
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Figura 3'._Mapa del municiio de Alboraya sus municipios colindantes donde se realizaron los

muestreos.

Para tener controlada la ubicacién exacta donde se tomaron las diferentes muestras, registramos
las coordenadas (ver la Tabla 1).

Tabla 1. Coordenadas del muestreo

N° Punto Coordenadas
1 Huerto Cami de fondo, Alboraya
Valencia

12 (nisperero) 39.498178, -0.345195
1b (limonero) 39.498153, -0.345129
1c (berenjenas) 39.498220, -0.345079
1d (alcachofas) 39.498184, -0.345117
2 39.497940, -0.343159

39.510743, -0.346834

39.512314, -0.349079

39.512284, -0.349872

(o2 RN e R - N7

39.498361, -0.343217

A continuacién, se describe en la Tabla 2 las muestras recogidas para su posterior analisis.

Tabla 2. Descripcion de las diferentes muestras tomadas en el primer muestreo.

n° Lugal_’ de Descripcién de la muestra Nombre cientifico
muestra | recogida

1 Punto n° 1@ Nisperero tronco Eriobotrya japonica

2 Punto n°® 12 Nisperero suelo Eriobotrya japonica

3 Punto n° 18 Nisperero hoja haz Eriobotrya japonica

4 Punto n° 12 Nisperero hoja envés Eriobotrya japonica

5 Punto n° 18 Nisperero fruto Eriobotrya japonica

6 Punto n° 1b Limonero tronco Citrus x limon
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7 Punto n° 1b Limonero suelo Citrus x limén

8 Punto n° 1b Limonero hoja haz Citrus x limén

9 Punto n° 1b Limonero hoja envés Citrus x limén

10 Punto n° 1b Limonero fruto Citrus x limon

11 Punto n°® 1c Berenjena fruto Solanum melongena
12 Punto n® 1c Berenjena tallo Solanum melongena
13 Punton®1c Berenjena hoja Solanum melongena
14 Punto n° 1d Alcachofa hoja Cynara scolymus
15 Punto n° 1d Alcachofa fruto Cynara scolymus

16 Punto n® 2 Naranjo tronco Citrus x sinensis

17 Punto n° 2 Naranjo suelo Citrus x sinensis

18 Punto n® 2 Naranjo hoja haz Citrus x sinensis

19 Punto n°® 2 Naranjo hoja envés Citrus x sinensis

20 Punto n°® 2 Naranjo fruto Citrus x sinensis

21 Punto n° 3 Olivo tronco Olea europea

22 Punto n° 3 Olivo ramita Olea europea

23 Punto n® 3 Olivo hojas haz Olea europea

24 Punto n° 3 Olivo hoja enveés Olea europea

25 Punto n®5 Nisperero tronco Eriobotrya japonica
26 Punto n®5 Nisperero hoja haz Eriobotrya japonica
27 Punto n®5 Nisperero hoja envés Eriobotrya japonica
28 Punto n®5 Nisperero fruto Eriobotrya japonica
29 Punto n® 4 Platanero tronco Musa paradisiaca
30 Punto n® 4 Platanero tronco Musa paradisiaca
31 Punto n° 2 Higuera pequefia hoja haz Ficus carica

32 Punto n°® 2 Higuera pequefia hoja envés Ficus carica

33 Punto n°® 2 Higuera pequefia rama Ficus carica

34 Punto n® 2 Higuera pequefia tronco Ficus carica

35 Punto n® 4 Platanero fruto maduro Musa paradisiaca
36 Punto n® 4 ﬁ}l:;zr:zr)o fruto verde (no Musa paradisiaca
37 Punto n® 4 Platanero suelo Musa paradisiaca
38 Punto n® 4 Efgzcsgga}g])sﬁgcortado Musa paradisiaca
39 Punto n°® 4 Platanero hoja haz Musa paradisiaca
40 Punto n® 4 Platanero hoja envés Musa paradisiaca

El segundo muestreo descrito en la Tabla 3, es una réplica del primero a excepcion de la higuera
(que se muestrea una diferente a la del primer muestreo) y los frutos de los plataneros (ya

recolectados).

Tabla 3. Descripcion de las diferentes muestras tomadas en el segundo muestreo.

nO

Lugar de recogida

Descripcion de la muestra

Nombre cientifico
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muestra

41 Punto n°® 12 Nisperero tronco Eriobotrya japonica
42 Punto n°® 18 Nisperero suelo Eriobotrya japonica
43 Punto n° 12 Nisperero hoja haz Eriobotrya japonica
44 Punto n°® 18 Nisperero hoja enveés Eriobotrya japonica
45 Punto n° 12 Nisperero fruto Eriobotrya japonica
46 Punto n° 1b Limonero tronco Citrus x limon

47 Punto n° 1b Limonero suelo Citrus x limén

48 Punto n® 1b Limonero hoja haz Citrus x limén

49 Punto n° 1b Limonero hoja envés Citrus x limén

50 Punto n° 1b Limonero fruto Citrus x limon

o1 Punto n® 1c Berenjena fruto Solanum melongena
52 Punto n° 1c Berenjena tallo Solanum melongena
53 Punton®1c Berenjena hoja Solanum melongena
54 Punto n° 1d Alcachofa hoja Cynara scolymus
55 Punto n° 1d Alcachofa fruto Cynara scolymus

56 Punto n® 2 Naranjo tronco Citrus x sinensis

57 Punto n° 2 Naranjo suelo Citrus x sinensis

58 Punto n® 2 Naranjo hoja haz Citrus x sinensis

59 Punto n°® 2 Naranjo hoja envés Citrus x sinensis

60 Punto n°® 2 Naranjo fruto Citrus x sinensis

61 Punto n° 3 Olivo tronco Olea europea

62 Punto n° 3 Olivo ramita Olea europea

63 Punto n° 3 Olivo hojas haz Olea europea

64 Punto n° 3 Olivo hoja envés Olea europea

65 Punto n°5 Nisperero tronco Eriobotrya japonica
66 Punton®5 Nisperero hoja haz Eriobotrya japonica
67 Punto n°5 Nisperero hoja envés Eriobotrya japonica
68 Punto n®5 Nisperero fruto Eriobotrya japonica
69 Punto n° 4 Platanero tronto Musa paradisiaca
70 Punto n° 4 Platanero hoja Musa paradisiaca
71 Punto n° 6 Higuera negra yema axilar Ficus carica

72 Punto n® 6 Higuera negra rama Ficus carica

73 Punto n® 6 Higuera negra suelo Ficus carica

74 Punto n° 6 Higuera negra tronco Ficus carica

75 Punto n° 6 Higuera negra suelo Ficus carica

2.2. FASE DE CARACTERIZACION FENOTIPICA

En esta primera fase tratamos de aislar las posibles Saccharomyces cerevisiae presentes en las

muestras. Para ello nos basamos en el crecimiento selectivo apto para esta especie.
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2.2.1.Cepas de levaduras utilizadas como controles

Las cepas controles utilizadas en este estudio nos van a permitir validar los diferentes
experimentos, por ello, como control positivo utilizamos dos cepas de Saccharomyces:
cerevisiae (WLP001, White Labs) y carlsbergensis (WLP830, White Labs). Como control
negativo utilizamos Candida tropicalis.

Todas ellas se cultivaron a 28 °C durante 48 h en medio Yeast extract Peptone Dextrose (en
adelante YPD) (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2% glucosa y 2% agar) y se mantuvieron
a 4 °C durante un mes como maximo, procedentes de stocks glicerinados que estaban
almacenados a -80 °C.

2.2.2.Aislamiento de candidatos
Con el objetivo de cultivar posibles candidatos, inoculamos en tubos de 10 mL las muestras en
medio selectivo 7.6% (v/v) etanol (Sniegowski et al., 2002) que aisla preferentemente
Saccharomyces cerevisiae e incubamos las muestras durante 21 dias aproximadamente
manteniendo una temperatura de 28 °C. Como control de la presencia de microorganismos en
las muestras recogidas, en paralelo inoculamos en tubos de 10 mL que contenian medio YPD,
que es un medio no restrictivo donde puede crecer una gran variedad de microorganismos. El
medio selectivo esta compuesto por: 3g extracto de levadura, 3g extracto de malta, 5g peptona,
10g sacarosa, 1 mL HCI 1M, 76 mL etanol y 10 mg cloranfenicol por litro (estos dos Gltimos
componentes los afiadimos tras el autoclave, para evitar su volatilizacién). EI medio YPD esta
compuesto por: 10g extracto de levadura, 20g peptona y 20g glucosa por litro.
En 9,8 mL del medio selectivo e YPD sembramos 0,2 mL procedentes de las muestras
contenidas en PBS + 0,1% Tween 20, habiéndolas homogeneizado previamente. Como
controles positivos empleamos WLP001 y WLP830 y como control negativo Candida
tropicalis, ademas de un tubo sin inocular.

De aquellas muestras que presentaban crecimiento en el medio selectivo realizamos diluciones
seriadas (1:10, 1:100 y 1:1000) para obtener colonias individuales. Sembramos 0,2 mL de cada
dilucion en el medio no restrictivo (YPD) para asegurar su crecimiento, repartiendo
uniformemente el liquido por la placa con ayuda de canicas de vidrio. Seleccionamos dos
colonias individuales de cada muestra 'y lo llevamos a 1 mL de YPD liquido, donde lo dejamos
crecer durante 24h a 28°C en constante agitacion. De estos cultivos tomamos 750 pL y los
llevamos a crioviales junto con 250 pL de glicerol al 80%, para la conservacion de las muestras.
Homogeneizamos con ayuda de la pipeta, los tapamos y los Ilevamos a -80 °C.

2.2.3.Analisis morfologico
El andlisis morfoldgico lo realizamos con el proposito de descartar aquellos candidatos que no
tuviesen la misma morfologia que S. cerevisiae, independientemente de si presentaban
crecimiento o0 no, para evitar descartar falsos negativos. Pasados 21 dias desde su inoculacion,
centrifugamos los tubos del medio selectivo durante 6 min a 4400 rpm para concentrar la
muestra. Tras esto, retiramos el sobrenadante y tomamos 4 L del pellet y lo posamos sobre un
portaobjetos para observarlo en el microscopio a 40x.

2.2.4.Caracterizacion del crecimiento de cada candidato
Tras obtener los presuntos candidatos iniciales, que son aquellos que han crecido en el medio
selectivo y han presentado una morfologia similar a S. cerevisiae, realizamos una comparacion
de las caracteristicas de crecimiento de cada levadura en dos medios diferentes: medio selectivo
para Saccharomyces cerevisiae 7.6% (v/v) etanol y el medio no selectivo (YPD). Ver el
apartado “Aislamiento de candidatos” para consultar la receta de cada medio. Determinamos el
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crecimiento de cada candidato midiendo la turbidez a través de la densidad optica (D.O.), a
600nm en cubeta de plastico, con un espectrofotometro.

Inoculamos cultivos liquidos en medio YPD partiendo de colonias aisladas de cada cepa a
estudiar. Tras incubar durante 24 horas en constante agitacion a 28°C hasta saturar el
crecimiento de cada cepa, sembramos 3 mL en medio selectivo y también de forma paralela 3
mL en YPD en tubos de 10 mL. Ajustamos la densidad Optica inicial de cada candidato,
realizando diluciones hasta obtener una D.O.g00 ym = 0,1. L0S cultivos se mantuvieron creciendo
a 28 °C y medimos la densidad Optica de cada cepa en cada uno de los dos medios en intervalos
de 12 horas hasta transcurridas las 72 horas desde la inoculacion.

2.2.5.Ensayos de crecimiento en placa
Para obtener mas datos sobre las caracteristicas del crecimiento de los candidatos, realizamos
ensayos adicionales de crecimiento selectivo en medios sélidos.

Los medios que empleamos fueron los siguientes: medio Agar Lisina (Walters y Thiselton
1953), el cual es selectivo para especies no-Saccharomyces; medio Agar Sulfito Etanol (en
adelante A.S.E.), el cual es selectivo para Saccharomyces; medio YPD. El medio Agar Lisina
estd compuesto por: 20g agar, 2,59 L-lisina-HCI y 11,75g Yeast Carbon Base por cada litro
(este ultimo componente lo afiadimos tras el autoclave, poniéndolo previamente en tubo Falcon
de 15 mL, enrasandolo a 10 mL con agua destilada y filtrandolo mediante jeringa con
membrana de 0,45 um). EI medio A.S.E. estd compuesto por: 20g glucosa, 5g peptona, 5¢g
extracto de levadura, 20g agar, 0,15 g metabisulfito sédico y 120 mL de etanol 12% (v/v) por
litro (este ultimo componente lo afiadimos tras el autoclave para evitar su volatilizacién). El
medio YPD contiene 20g peptona, 20g agar, 20g dextrosa y 10g extracto de levadura por litro.
Preparamos los medios con un volumen final por placa de 25 mL.

Las cepas de los posibles candidatos y controles que empleamos para realizar estos ensayos, las
tomamos de cultivos liquidos YPD, que han estado en constante agitacién durante 24h a 28°C.

En una placa de 96 pocillos preparamos las diferentes cepas realizando dilucién seriada (1:10,
1:100 y 1:1000) sobre 200 uL utilizando agua estéril. Inoculamos en los diferentes medios con
ayuda de un replicador, el cual deposita 2-3 pL de cultivo sobre el medio sélido. Mantuvimos
las placas en incubacion a 28°C durante 72h.

7 8 9 10 11 12

Candidato 1.1
Candidato 1.2
Candidato 2.1
Candidato 2.2
Candidato 3.1
" Candidato 3.2
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Figura 4. Preparacion de los ensayos de crecimiento en placa a partir de una placa de 96
pocillos. En rojo: controles; en verde: candidatos. Columna 1y 4: dilucién 1:10; columna 2 y 5:
dilucidn 1:100; columna 3y 6: dilucion 1:1000.

Controlamos el crecimiento de cada cepa visualizando las placas tras las 24, 48 y 72h de la
inoculacion.

2.3. FASE DE CARACTERIZACION MOLECULAR

En esta segunda fase se procede a la identificacion de los posibles candidatos obtenidos
de la fase de caracterizacion fenotipica mediante métodos moleculares.

2.3.1.Extraccion de ADN
Con el propésito de identificar la especie de cada una de nuestras cepas, hemos de analizar el
ADN de estas, y para ello hemos de realizar primero una extraccion del ADN genoémico. El kit
empleado es el “Yeast DNA  Extraction Kit” de ThermoFisher Scientific
(http://www.thermofisher.com/order/catalog/product/78870 Gltimo acceso: 20 junio 2018).

Para obtener la biomasa a la que realizamos el proceso de extraccion de ADN, inoculamos en
placa YPD los candidatos, ademas de los controles WLP001, WLP830 y C. tropicalis.
Llevamos las placas inoculadas a incubar a 28°C durante 48 h. Transcurrido este tiempo,
sembramos en 10 mL de YPD liquido durante 24h.

Seguimos el protocolo de extraccion de ADN del kit: Centrifugamos los cultivos YPD.
Retiramos el sobrenadante por decantacién, y afladimos 0,5 mL de agua estéril para facilitar su
transferencia a tubos eppendorf de 1,5 mL. Centrifugamos para quitarle el agua afadida y
retiramos el sobrenadante por aspiracién a vacio. Pesamos los eppendorf para calcular la masa
del pellet de cada uno, habiéndolos pesado previamente vacios. En base a la masa del pellet
calculamos el volumen de Yeast Protein Extraction Reagent (en adelante Y-PER) requerido,
con una relacién de 8 uL Y-PER/ 1 mg pellet.

Tabla 4. Volumen de Y-PER a afiadir en base a la masa de pellet obtenida.

Tubo n° Eppenforf + | Eppendorf | Masa pellet | uL a afadir
pellet (g) vacio (g) (9) de Y-PER

2.1 1,05 0,87 0,18 1440
2.2 1,07 0,90 0,17 1360
7.1 1,01 0,86 0,15 1200
7.2 1,01 0,85 0,16 1280
73.1 1,01 0,86 0,15 1200
73.2 1,06 0,91 0,15 1200
WLP001 0,99 0,86 0,13 1040
WLP830 0,99 0,86 0,13 1040
C. tropicalis 1,09 0,87 0,22 1760

Llevamos a incubar durante 10 min a 65°C. Centrifugamos a 13000 x g durante 5 min.
Descartamos el sobrenadante aspirando a vacio. Afiadimos 400 uL de DNA Releasing Reagent
Ay 400 pL DNA Releasing Reagent B. Homogeneizamos. Llevamos a incubar durante 10 min a
65 °C. Afiadimos 200 pL de Protein Renoval Reagent. Centrifugamos a 20000 x g durante 5
min. Transferimos el sobrenadante a nuevos tubos de 1,5mL.
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Afadimos 600 pL de alcohol isopropilico. Homogeneizamos por inversion. Centrifugamos
durante 10 min a 13000 x g. Eliminamos el sobrenadante por aspiracion. Afiadimos 1,5 mL de
etanol 70%. Homogeneizamos invirtiendo. Centrifugamos 1min a 13000 x g para lavar posibles
restos. Secamos por centrifuga conectada a vacio. Afadimos 50 pL Tris buffer. Esperamos 5
minutos y homogeneizamos.

Tras concluir la extraccion del ADN, conservamos los productos obtenidos a -20°C.
(www.thermofisher.com/order/catalog/product/78870 ultimo acceso: 3 mayo 2018).

La extraccion del ADN es muy importante, ya que si no se realiza adecuadamente puede influir
negativamente en el resultado de los experimentos posteriores.

Para mejorar la pureza del ADN genomico obtenido, realizamos una extraccion fenol-
cloroformo sobre el ADN conservado a -20°C. Para ello, afiadimos 200 pL de agua miliQ, y 300
pL de fenol- cloroformo. Homogeneizamos en vortex. Llevamos a centrifuga durante 5 min a
13000 rpm, tras lo cual se separaron las fases quedando el ADN en la fase acuosa y las proteinas
coaguladas en la interfase. Traspasamos el sobrenadante, que contiene el ADN, a nuevos tubos
eppendorf. Repetimos la extraccion fenol-cloroformo para asegurar una 6ptima purificacion del
ADN.

Precipitamos los &cidos nucleicos del sobrenadante con acetato sédico (1/10 partes del
volumen) y etanol absoluto (2 volimenes). Homogeneizamos volteando los eppendorf.
Centrifugamos durante 10 min a 13000 rpm. Retiramos el sobrenadante aspirando a vacio.
Afadimos 500 pL etanol 70% para lavar y centrifugamos durante 5 min a 13000 rpm.
Retiramos el sobrenadante por aspiracion a vacio. Por Gltimo, centrifugamos a vacio para
asegurarnos de haber retirado todo el liquido posible.

Afadimos 50 uL de 10 mM Tris-Cl, pH 8.5 para resuspender el pellet. Medimos la cantidad de
ADN (ver Tabla 5) que habiamos extraido de cada muestra mediante un espectrofotometro
NanoDrop .

Tabla 5. Cantidad de ADN por muestra.

2.1 4660
2.2 3894
7.1 5000
7.2 4515
73.1 3057
73.2 3304
WLP001 772
WLP830 975

Candida tropicalis 4613

Realizamos la dilucion correspondiente con agua miliQ del ADN extraido de cada muestra para
obtener stocks con una concentracion final de 50 ng / pL.

2.3.2.Reacciones de PCR
La técnica de la Polymerase Chain Reaction (PCR en adelante) es una técnica in vitro que nos
proporciona un gran namero de copias de un fragmento de ADN particular partiendo de una
cantidad minima, lo que nos permite secuenciar los fragmentos de interés.
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Realizamos dos reacciones de PCR: una para la identificacion del grupo Saccharomyces
mediante la secuenciacion de los dominios D1/D2 del extremo 5’ del gen 28S rRNA con los
cebadores NL1y NL4 (O’Donnell et al., 1998) obteniendo un amplicon de 600pb y otra PCR
para secuenciar la region ITS con los cebadores ITS1 e ITS4 (White et al., 1990; Schoch et al.
2012) obteniendo un amplicon de longitud variable segun la cepa, que posteriormente
secuenciamos y ademas realizamos una digestion con enzimas de restriccion (Analisis RFLP,
ver mas adelante).

Las secuencias de los cebadores son las siguientes:
NL 1: (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG)
NL 4: (5- GGTCCGTGTTTCAAGACGG)
ITS 1: (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG)
ITS 4: (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC)

En la tabla siguiente se describen los componentes de las reacciones de la PCR:
Tabla 6. Concentraciones de los stocks utilizados, concentraciones a emplear en la reacciéon y

volumen a afiadir de los componentes de la PCR considerando un volumen total de 25 o 50 pL
(para NL e ITS respectivamente).

Reactivo pL/reaccién (NL) | pL/reaccién (ITS) | []final
Tampoén 10x 2,5 5 1x
dNTPs (10 mM) 0,5 1 0,2 uM
Primer 1 (10 uM) 1,25 2,5 0,5 uM
Primer 2 (10 uM) 1,25 2,5 0,5 uM
Taqg polimerasa (5U/ pL) 0,5 1 0,5 U/ pL
H,O miliQ estéril 18 36 -
Volumen final 24 48

Para la reaccion con volumen final de 25 pL afiadimos 1 uL de ADN (50ng/ pL), y para la de
50 pL, 2 pL. Para el control negativo afiadiremos 1 6 2 pL H,O miliQ estéril, segln el volumen
final de la reaccion.

Cada una de las dos reacciones esta compuesta por dos primers: NL1y NL4; ITS1 e ITS4.

En la reaccidn de ITS, preparamos un volumen mayor que para NL para realizar con el volumen
restante las digestiones.

La temperatura de melting o fusion (T,,) de los primers es la temperatura a la cual la mitad de
las moléculas del ADN de la muestra se ha desnaturalizado. Cada fragmento a amplificar tiene
una T, caracteristica, que depende principalmente de la longitud de este y de su composicion de
nucledtidos. Las T, de cada primer pueden verse en la Tabla 7. Las condiciones de PCR se
muestran en la Tabla 8.

Tabla 7. Datos de la T, de cada primer.

Primer Tm
NL1 62
NL4 59
ITS1 59
ITS4 52

Tabla 8. Condiciones PCR termociclador.
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1 ciclo 5 min 95°C
30 seg 94°C

35 ciclos 30 seg 52°C
1 min 72°C

1 ciclo 8 min 72°C
HOLD 4°C

2.3.3.Electroforesis horizontal en gel de agarosa
La electroforesis en gel de agarosa es una técnica facil y sencilla que nos permite separar
moléculas en funcién de su carga, tamafio y forma. Esta técnica nos va a permitir evaluar el
éxito de la amplificacion del fragmento de interés tras la PCR.

Para observar los productos de la PCR, tanto de la reaccion NL como ITS, se prepararon 30 mL
de gel de agarosa al 1%, afiadiendo 1,5 yL bromuro de etidio, que es un compuesto que se
intercala entre las bases nitrogenadas del ADN y el ARN, el cual se excita con luz ultravioleta
de onda corta, y emite su fluorescencia como luz visible, de color rosado-anaranjado. De esta
forma permite la visualizacion de los &cidos nucleicos en geles de agarosa y poliacrilamida.

Para cada producto de PCR de cada reaccion se tomaron 5 pL y se le afiadié 1 pL tampon de
carga, el cual facilita la sedimentacion de las muestras en los pocillos evitando su dispersién y
permite visualizar el frente de corrida de las muestras. Se utilizaron 4 pL del marcador
molecular 100 bp DNA Ladder. Se conectd a 60 V durante 1,5 horas aproximadamente.

Tras la corrida de las muestras, se observé el gel aplicando luz ultravioleta. Observamos los
fragmentos de cada muestra, y en base al marcador del peso molecular pudimos conocer sus
tamarios.

2.3.4.Analisis e identificacidn de las secuencias
Tras la amplificacion del fragmento de ADN de interés mediante un termociclador y su
posterior visualizacién en gel de agarosa 1% para comprobar que se habia efectuado
correctamente la PCR, se llevaron los candidatos ademas de WLP001, WLP830 y Candida
tropicalis, al servicio de secuenciacion del IBMCP.

Una vez tuvimos nuestros fragmentos amplificados y secuenciados, seleccionamos las partes de
cada secuencia de mejor calidad para los candidatos y los controles, visualizando las muestras
mediante el programa Chromas 2.6.5®. Con estas secuencias, realizamos un analisis
informéatico empleando la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; National
Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine). Dentro de la
herramienta BLAST, existen diversos programas segun el objetivo de nuestra busqueda.
Escogemos el programa BLASTN (nucleotide blast), que buscard en una base de datos de
nucleotidos la secuencia de nucle6tidos que queremos consultar, lo que nos permitira comparar
secuencias entre especies. Para ello, buscamos las secuencias en la base de datos, tanto del
producto de la PCR de la regién NL como con la regién ITS.

Los pasos seguidos para la busqueda son los siguientes:

e Introduccién de la secuencia a consultar (query sequence)
o Definir un rango a consultar de la secuencia introducida, escogiendo las secuencias de
mejor calidad (query subrange).
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e Escogemos la base de datos de la coleccion de nucledtidos (Database: nucleotide
collection)

e Utilizamos el algoritmo megablast, que es el que nos va a dar los resultados lo méas
parecidos posibles.

e NUumero méaximo de resultados que te permite obtener: 20000 (Max target sequences).

El resto de pardmetros son los que el programa establece por defecto.

Una vez finalizada la busqueda, los resultados mostrados proporcionan datos como: description,
max score, total score, query cover, e-value, % identity y accession number (identificador del
resultado dentro del NCBI). Seleccionamos aquellos resultados que coincidian en un 100% de
identidad con nuestra secuencia de interés.

2.3.5. Andlisis RFLPs

Aunque el analisis BLAST es informativo, estas regiones de secuencia genomica son dificiles
de secuenciar con la fidelidad deseada debido a que son secuencias con un alto contenido en
segmentos repetidos que dificulta el andlisis posterior. Por tanto, para completar el analisis
molecular, es necesario confirmar los resultados obtenidos de las secuencias ITS con un analisis
de Restriction Fragment Length Polymorphism (en adelante RFLP). Este analisis consiste en
realizar una serie de cortes enzimaticos de los fragmentos de PCR con enzimas de restriccion
que reconocen secuencias especificas de nucle6tidos y cortan generando fragmentos de distinto
tamafio, que varian entre especies.

Para este analisis, empleamos los datos de RFLPs disponible en la base de datos de la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, www.yeast-id.org). Como nuestro interés principal es
identificar cepas de Saccharomyces cerevisiae, seleccionamos las enzimas de restriccion Haelll
Hpall y Scrf para la digestién de la region ITS.

Realizamos las digestiones para cada producto de PCR de las secuencias ITS, para los aislados
y los controles. La composicion de cada reaccién segun la enzima empleada es la siguiente:

Tabla 9. Componentes de las reacciones RFLPs.

ScrFl Haelll Hpall
2 yL 10x Buffer O 2 uL 10x Buffer R 2 uL 10x Buffer Tango
1 puL Bme1390I 1 uL BSURI 1 uL Mspl
12 pL agua 12 pL agua 12 pL agua

www.thermoscientific.com/onebio n° producto: #ER1421, #£ER0151 y #ER0541.

Afadimos a cada una de estas reacciones 5 pL del producto de la PCR. Se incubaron a 37°C
durante 2,5 horas.

Para observar los cortes de la digestion originados por las enzimas de restriccion sobre cada
producto de PCR, se prepard un gel de agarosa de 50 mL al 2% (50 mL TAE 1x, 1g de agarosa
y 3 uL de bromuro de etidio). A las muestras se les afiadio 4 L de tampon de carga. Se utilizo
el marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder de Thermo Fisher Scientific. Se dejé correr
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el gel a 70 V durante 2 horas. A continuacién, se observo con luz ultravioleta el tamafio de los
fragmentos.

Con este andlisis, no fue posible identificar a nivel de especie uno de los candidatos, por lo que
realizamos una digestion adicional con la enzima Tagq | (Romi et al. 2014). Como control
utilizamos Saccharomyces cerevisiae. Para conocer el tamafio de las bandas esperado de esta
especie, realizamos una digestién virtual (bioinformatics.org) empleando dicha enzima.

Posteriormente, visualizamos el tamafio de los fragmentos tras la digestion con Taq |

preparando 30 mL de gel de agarosa al 2% con 1,5 puL de bromuro de etidio. Utilizamos como
marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder.
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3. RESULTADOS

Transcurridos 21 dias desde la inoculacion en el medio selectivo, de las 75 muestras tomadas,
observamos crecimiento en las muestras n® 2, 7 y 73, ademas de los controles WLP00L1,
WLP830y C. tropicalis. En el medio YPD crecieron todas las cepas.

El crecimiento de cada muestra lo determinamos agitando vigorosamente los tubos, para
movilizar los sedimentos y, por comparacion con el control negativo, concluimos cuél
presentaba crecimiento. Como se observa en la Figura 5, el n® 7 presenta crecimiento, a
diferencia del control negativo. Aunque, este crecimiento es notablemente menor al de las
WLP001 y WLP830.

Figura 5. Crecimiento de las muestras en medio selectivo. De izquierda a derecha: candidato n°
7, control negativo, WLP001 y WLP830.

Tras determinar qué tubos presentaban crecimiento, observamos en el microscopio todas las
muestras, presentasen o no crecimiento. La morfologia que presentaban al microscopio los
candidatos 2, 7 y 73, que fueron los que presentaban crecimiento, fue similar a los controles
WLP001 y WLP830 (ver Figura 6). De aquellas muestras que no presentaron un crecimiento
marcado en el medio selectivo no se detectaron células en el microscopio.
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Figura 6. Comparacion morfoldgica de las muestras con las cepas conocidas WLP001 y
WLP830.

Una vez observada la morfologia de cada muestra, caracterizamos el crecimiento de
cada candidato. En el medio YPD crecieron los candidatos y los controles como era de esperar.
En la Figura 7, puede observarse como el candidato n°® 73 junto con Candida tropicalis,
presentaron un crecimiento a las 24 h muy marcado.

En el medio selectivo, como puede observarse en la Figura 8, el crecimiento de todas las cepas
se ve notablemente reducido respecto al que presentan en YPD. Aun asi, el nimero 73 crece de
forma considerable durante las primeras 24 horas en comparacion con el resto de
microorganismos, los cuales tienen un crecimiento mas tardio respecto a este. Las WLP001 y
WLP830, presentan un crecimiento en este medio muy similar al resto de cepas.
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Figura 7. Curva de crecimiento en medio YPD con una densidad dptica inicial de 0.1.
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Figura 8. Curva de crecimiento en medio selectivo con una densidad optica inicial de 0.1

En cuanto a los ensayos de crecimiento en placa, como se observa en la Figura 9, en el medio
YPD han crecido todas las cepas, como era de esperar. En el caso del medio Agar Lisina,
observamos que las cepas control de Saccharomyces cerevisiae (WLP001 y WLP830) no son
capaces de crecer, al igual que los candidatos 73.1 y 73.2, mientras que los aislados 2 y 7
crecen, al igual que Candida tropicalis. En el medio E.S.A. han crecido todas las cepas debido
probablemente a la volatilizacion del etanol.
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Por otro lado, todas las cepas presentaban un color blanco-crema, con colonias de un tamafio
similar excepto Candida tropicalis, la cual presentaba colonias de mayor tamafo.

Agar Agar
Lisina ES.A.

Figura 9. Ensayos de crecimiento con diluciones seriadas (1:10, 1:100 y 1:1000) de cada cepa
en medio YPD, agar lisinay medio E.S.A. tras 24, 48y 72h.

21
2.2

71
7.2

731
73.2
WLP 001
WLP 830
Can

a

Una vez realizada la caracterizacion fenotipica, procedimos a la caracterizacion molecular para
confirmar los posibles candidatos obtenidos, que eran el nimero 2, 7 y 73. Comenzamos con la
extraccion del ADN seguida de una extraccion fenol-cloroformo.

Tras extraer y purificar el ADN gendémico, amplificamos por PCR las regiones de interés. Para
comprobar que la PCR se habia llevado a cabo correctamente, visualizamos los productos de la
PCR de las secuencias NL e ITS en gel de agarosa al 1%, aplicando luz UV para observar las
bandas (ver Figura 10 y Figura 11).

M 21 22 7.1 7.2 73.1 73.2 001 830 Cand Ctrl-

g8d
BEB

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Amplificacién de PCR con los cebadores NL1
y NL4. M: marcador molecular 100 bp DNA Ladder.

-22 -



M 2122 71 7.2 73.1 73.2 001 830 Cand Ctrl-

1000 pb
800 pb

600 pb
500 pb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Amplificacion de PCR con los cebadores ITS1
e ITS4. M: marcador molecular 100 bp DNA Ladder.

Para la secuencia NL como puede observarse en la Figura 10, el tamafio de las bandas obtenido
es el mismo para todas las especies. Sin embargo, los tamafios de los fragmentos obtenidos de
la secuencia ITS, son caracteristicos para cada especie. Como puede observarse en la Figura 11,
el tamafo de las bandas del candidato 73 coincide con el tamafio de las bandas de los controles
WLPO001 y WLP830. Esto es una evidencia adicional de que se trata de S. cerevisiae. Por el
contrario, para el caso de los candidatos 2 y 7, el hecho de que presentan bandas de distinto
tamafio a los controles WLP001 y WLP830, nos indica de que se trata de especies diferentes.

Sabiendo que se habian amplificado correctamente las regiones de interés de los candidatos y
los controles, se llevaron al servicio de secuenciacion del IBMCP. Introdujimos en Chromas las
secuencias acotandolas, seleccionando aquellas regiones de mayor calidad, e introdujimos estas
secuencias acotadas en la herramienta informéatica BLASTN. Los resultados obtenidos con un
100% de identidad para cada candidato fueron los siguientes:

Tabla 10. Resultados obtenidos en BLASTN de los diferentes candidatos.

NL ITS

Clon 2 Wickerhamomyces ciferrii Wickerhamomyces ciferrii
Stephanoascus ciferrii

Clon7 Meyerozyma caribbica Meyerozyma caribbica
Meyerozyma guilliermondii Meyerozyma guilliermondii
Meyerozyma voucher Candida carpophila
Pichia caribbica Pichia guilliermondii
Pichia guilliermondii Candida glabrata
Candida fermentati Candida albicans

Clon 73 Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces boulardii Glomus versiforme
Pichia kudriavzevii Diversispora sabulosa

Saccharomyces paradoxus Vibrio anguillarum
Xanthophyllomyces
dendrorhous
Lichtheimia corymbifera
Saccharomyces bayanus
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Saccharomyces pastorianus
Kluyveromyces marxianus
Meyerozyma guilliermondii
Wickerhamomyces anomalus
Pichia membranifaciens
Saccharomyces ellipsoideus
Rhodosporidium
kratochvilovae

Como podemos observar en la Tabla 10, hay una especie, maximo dos, que coinciden en ambas
secuencias NL e ITS. Estos resultados sugieren que el aislado 2 corresponde a
Wickerhamomyces ciferrii, mientras que el aislado 7 coincide tanto con Meyerozyma caribbica
como con Meyerozyma guilliermondii. Finalmente, el aislado 73 comparte homologia con
Saccharomyces cerevisiae.

Para confirmar estos resultados, realizamos una digestion con las enzimas de restriccién Hpall,
Haelll y Scrf. Los patrones esperados de la digestién con las endonucleasas (obtenidos de la
base de datos de la CECT, ver Tabla 11) concuerdan con los patrones obtenidos
experimentalmente (ver Figura 12 y Figura 13). En estas dos figuras, puede observarse como el
candidato 73 coincide en el tamafio de los fragmentos obtenidos con los controles WLP0O01 y
WLP830, para las tres enzimas utilizadas. Candida tropicalis, muestra tamafios de fragmentos
distintos a las WLP001 y WLP830. Los fragmentos mas pequefios no son visibles en estos
geles.

Ademas de los datos que corresponden a Saccharomyces cerevisiae, incluimos en la Tabla 11
los resultados esperados para las especies que identificamos empleando el andlisis BLAST
descrito anteriormente.

Tabla 11. Longitud en pares de bases de los fragmentos tedricos obtenidos de la digestion con
las enzimas de restriccion Hpall, Haelll y Scrf de la regién ITS amplificada por PCR.

) Longitud de los fragmentos de restriccion (pb) .
Especie Referencia

Hpall Haelll Scrf
Wickerhamomyces ciferrii ND 625 ND
Meyerozyma caribbica ND S +3%%+ S ND

Meyerozyma ND 5+17+80+ 116 + ND \i;eg?t-

guilliermondii 390 019

Saccharomyces cerevisiae 125+ 125+170+230 + L =k

y 725 325 400

ND: No disponible
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 2%. Digestion con Hpall y Haelll de la region ITS.
M: marcador molecular 100 bp DNA Ladder.

21 22 7.1 7.2 73.173.2001 830 Cand

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 2%. Digestion con Scrfl de la region ITS. M:
marcador molecular 100 bp DNA Ladder.

En el caso del candidato n° 7, estos analisis no son capaces de distinguir entre dos especies
altamente relacionados. Por tanto, en este caso, se realizé una digestion adicional con la enzima
Taq I, diferenciandonos asi la especie de la que se trataba (ver Figura 14 y Figura 15). El control
que en este caso fue S. cerevisiae también coincidio con el patrén esperado (ver Tabla 12).

Tabla 12 . Longitud en pares de bases de los fragmentos teéricos obtenidos de la digestion con
Taq | de la region ITS amplificada por PCR.

Longitud de los fragmentos de

Especie restriccion (pb) Referencia
Taq |
gtfﬁ?’g%g?;i Carril 1 (ver Figura 16)
(Romi et al., 2014)
DS EE A Carril 2 (ver Figura 16)
caribbica

PCR virtual y posterior digestion
Saccharomyces vi_rtl_JaI con I.';_l herramienta
cerevisiae 59 + 97 + 258 + 289 _Blomformat_lcs Sequence
Manipulation Suite (PCR Products
y Sequence Manipulation Suite:
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Restriction Digest).

Size
(bp)

388°

Figura 14. Diferenciacién entre Meyerozyma caribbica y M. guilliermondii. Carril 1:
Meyerozyma guilliermondii y carril 2: Meyerozyma caribbica (Romi et al., 2014).

300 ——>
200 ——>

100 ——>

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa 2%. Digestion con Taq | de la region ITS. M:
marcador molecular 100 bp DNA Ladder

Como se puede observar en esta Figura 15, comparandola con la Figura 14, el hecho de obtener
4 bandas para el aislado 7 que corresponden con los tamafios de las bandas de Meyerozyma
caribbica nos permite la identificacion de este aislado. Ademas, el control de la cepa WLP830
(S. cerevisiae) también produce el patron esperado.
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4. DISCUSION

El interés fundamental del presente estudio ha sido obtener levaduras autdctonas,
principalmente S. cerevisiae, para la fabricacion de cerveza. Son numerosos los estudios
recientes sobre la seleccion de levaduras autoctonas para la elaboracion del vino (Rodriguez,
2007; Blanco y Orriols, 2012). Sin embargo, son escasos aquellos estudios en los que la
seleccion de levaduras para la produccion de bebidas alcohdlicas, proceden de un hébitat
distinto al de los vifiedos. He aqui la incertidumbre de si hallariamos levaduras Saccharomyces
cerevisiae de los campos de Alboraya, puesto gque, como veremos a continuacion, se desconoce
con claridad el habitat de esta especie en cuestion (S. cerevisiae).

S. cerevisiae es la principal responsable de la fermentacion alcohdlica en los vinos. Esto no
quiere decir que en los vifiedos esta especie sea la especie dominante, si no que en tales
condiciones durante la fermentacion alcohdlica, donde hay una alta concentracion de etanol en
el medio, S. cerevisiae es la que mejor crece. De hecho, la fermentacion la empiezan otros
microorganismos, y cuando estos ya no son capaces de seguir creciendo, es cuando S. cerevisiae
toma la dominancia sobre la fermentacion. Goddar (2008) sefiala que mientras el resto de
levaduras de S. cerevisiae no son capaces de crecer frente al aumento de temperatura en un
medio con etanol, esta experimenta una mejor adaptacion, lo que indica la alta capacidad que
posee esta especie de habitar en una gran diversidad de ambientes.

Algunos autores sugieren gue esta especie se encuentra en frutos con una alta concentracion de
azucares, como es el caso de la uva (Cappello et al., 2004; Schuller et al., 2005). Sin embargo,
en los frutos que hemos muestreado que poseen una alta cantidad de azucares como el platano,
no se ha encontrado S. cerevisiae. Identificamos tres posibles razones: el alto contenido de
azucar en un fruto no es la razén por la cual sea el habitat ideal de S. cerevisiae; deberiamos de
haber efectuado un mejor muestreo con el fin de tomar la levadura de interés; o ambas dos
anteriores.

El modelo de adaptacion predice que los organismos adaptados a un nicho deberian de abundar
en tal nicho. Sin embargo, S. cerevisiae es de hecho extremadamente raro en la fruta, incluso en
vifiedos (Mortimer y Polsinelli 1999; Knight y Goddard 2015). En un estudio en el que
investigan la presencia de S. cerevisiae en esta fruta (Mortimer y Polsinelli, 1999), indicaron
que tan solo una de cada 100 cepas aisladas procedentes de los vifiedos, correspondia a S.
cerevisiae. Ademads, sugerian que las levaduras son llevadas a las bayas por insectos como
abejas, avispas y Drosophila y que se multiplican en el interior de la uva.

Es interesante el hecho de que las levaduras identificadas que presentaban tolerancia frente al
etanol, son las que obtuvimos del suelo, en nuestro caso del nisperero (n° 2), del limonero (n° 7)
y de la higuera (n° 73). Sniegowski et al.(2002) hallan Saccharomyces de suelos asociados a
robles en bosques del sureste de Pensilvania, E.E.U.U. También resulta interesante observar
cémo en el caso del nisperero y del limonero realizamos el muestreo en el suelo de forma doble
y sin embargo, solamente se hall6 crecimiento en el medio selectivo en una de las dos tandas de
muestreo. Quiza sea debido a las diferentes condiciones climatoldgicas en cada muestreo, 0 a
que fue meramente arbitrario el encontrar tales especies, 0 quiz4 que las cepas aisladas del
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primer muestreo eran mas robustas que las del segundo y por ello fueron capaces de crecer en el
medio selectivo.

En definitiva, nuestros datos apoyan la hipdtesis de que S. cerevisiae realmente no esta adaptado
a un nicho especifico, si no que presenta la habilidad de habitar y persistir en muchos ambientes
diferentes (Goddard y Greig, 2015).

También ha sido interesante el uso de las cepas S. cerevisiae que utilizan ciertas
empresas cerveceras para fabricar cerveza, la WLP001 y la WLP830. Hemos observado las
diferencias fenotipicas entre las cepas domesticadas (WLP001 y WLP830) y las salvajes (clon
n° 73). Las primeras, acostumbradas a crecer en un determinado ambiente, se han mostrado mas
inadaptables a la hora de crecer en el medio selectivo. Sin embargo, las salvajes, han crecido
con gran vigor, probablemente habituadas a vivir en condiciones ambientales cambiantes. Se ha
argumentado que S. cerevisiae presenta una alta tolerancia frente a una gran diversidad de
condiciones ambientales, como por ejemplo la temperatura y el pH (Goddard y Greig, 2015), de
ahi que las cepas salvajes fuesen capaces de crecer en el medio selectivo.

El método empleado para el muestreo ha sido sencillo y ha cumplido con su funcién,
que era la de tomar levaduras del campo. De las 75 muestras tomadas de diferentes lugares y
plantas, una resulto ser Saccharomyces cerevisiae, aunque esto depende mas bien del habitat de
las levaduras.

El crecimiento en el medio YPD de todas las muestras, pone de manifiesto la viabilidad
de los microorganismos. El medio selectivo 7,6% etanol (v/v), ha resultado ser util para aislar
Saccharomyces cerevisiae (Sniegowski et al., 2002). El crecimiento Gnicamente de 3 de las 75
muestras es debido a que solamente unos pocos microorganismos presentan tal tolerancia a la
presencia de etanol en el medio. Incluso a concentraciones relativamente bajas, el etanol inhibe
la division celular, disminuye el volumen celular y la tasa de crecimiento especifico (Birch y
Walker 2000).

Han sido méas del doble de dias, concretamente 21, que han debido de transcurrir para
asegurarnos del crecimiento de todas las muestras posibles, con el fin de no descartar falsos
negativos. La muestra n°® 73, que correspondia a S. cerevisiae, crecid rapidamente dentro del
intervalo de los 10 dias (Sniegowski et al., 2002),mientras que la muestra n® 2 y 7, dentro de
estos 10 dias se observaba un crecimiento poco marcado pero que se diferenciaba del control
negativo. Los controles WLP0O1 y WLP830 crecieron, aungue no con tanto vigor como lo hizo
el n°73. El control Candida tropicalis también crecid, a la par que los controles WLPQOO01 y
WLP830. Con esto se demuestra la vigorosidad de S. cerevisiae para crecer en medios con alto
contenido en etanol, y como la domesticacion de esta misma especie (WLPO01 y WLP830, las
cuales han sido seleccionadas para obtener unas caracteristicas concretas, beneficiosas para
producir cerveza), ha restringido la capacidad de crecimiento de estas cepas en condiciones
diversas.

En definitiva, este medio es selectivo no para el género Saccharomyces exclusivamente, si no
para aquellas levaduras que presentan una tolerancia media-alta al etanol. Saccharomyces
cerevisiae y otras especies de este género son los organismos mas tolerantes al etanol de los
eucariotas, pueden crecer entre un 12-15% v/v etanol y de producir mas de un 12%, incluso
algunas cepas de levadura pueden llegar a producir un 20% v/v de etanol. Otras cepas de
levaduras como por ejemplo Kloekera apiculata son capaces de crecer en presencia de un
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6%v/v etanol, sin embargo, por encima de esta concentracion no son capaces de crecer (Suarez
Lepe, 1997).

Tras observar el crecimiento de las muestras en el medio selectivo, observamos por el
microscopio la morfologia de estas. Aunque el analisis morfolégico no es una caracteristica
determinante a la hora de evaluar la similitud entre dos cepas, si que nos proporciona
informacidn relevante. La cepa que resultd ser S. cerevisiae present6 la misma morfologia que
los controles positivos WLP001 y WLP830. Sin embargo, las otras dos cepas que presentaron
crecimiento (n° 2 y 7) presentaron una morfologia similar a los controles positivos, pero no tan
parecida como con la n°® 73, de hecho se veian méas pequefias las células en las no-
Saccharomyces. No barajamos descartar las n° 2 y 7 porque podrian ser S. cerevisiae. El estar en
un medio tan agresivo, influye a las células negativamente y por ende a su morfologia.

El medio agar lisina fue introducido por Morris y Eddy (1957) para el aislamiento de
levaduras silvestres en cerveceria en el momento del lanzamiento de las levaduras. Las
Saccharomyces no son capaces de crecer en este medio, pero otros géneros si crecen, usando los
grupos NH, de la lisina como Unica fuente de nitrégeno para los requerimientos de la levadura
(Walters y Thiselton, 1953). El nitrégeno es esencial para las levaduras, puesto que interviene
en la sintesis de aminodacidos, proteinas y otros compuestos fundamentales para la fisiologia de
estas. Por lo que, este medio nos confirma que el clon 73 es un posible candidato de ser S.
cerevisiae, descartando el clon 2 y 7. El medio A.S.E. no ha funcionado, porque probablemente
se ha volatilizado el etanol. Por esto, nuestros datos sugieren que el medio selectivo de
Sniegowski et al. (2002) es mas til para diferenciar Saccharomyces de no- Saccharomyces.

Las regiones seleccionadas para realizar la PCR han sido adecuadas para analizar las

cepas de este estudio. La secuencia de la region ITS para el candidato 73 no fue de calidad, tal
como esperabamos. Como se puede observar en la Figura 16 aparece un ruido de fondo muy
acusado. Por ello, realizamos el analisis RFLPs, como anélisis adicional de identificacién, para
confirmar las especies de los candidatos. Aun asi, seleccionando las secuencias de mejor calidad
para la region ITS del candidato n° 73, segin Chromas, fue posible mediante BLASTN obtener
unos buenos resultados, con una fiabilidad del 100%. La region ITS es mas especifica para las
Saccharomyces, pero la utilizacion de la region NL nos ha permitido comparar y confirmar
resultados (Goddard 2008).
Las condiciones de las PCR fueron las adecuadas, siendo la T, fundamental para llevarla a
cabo. La resolucion conseguida con la electroforesis en gel para confirmar que la PCR se habia
realizado con éxito, fue la adecuada. También fue la adecuada para el analisis de los RFLPs,
excepto para la diferenciacion a nivel de especie del candidato n® 7, como se puede observar en
la Figura 15. Sin embargo, fue suficiente para discriminar entre las especies M. caribbica y M.
guilliermondii.
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Figura 16. Secuencia de la region ITS del clon 73 observado mediante el programa Chromas.

La cantidad de resultados obtenida por BLASTN para cada secuencia fue relativamente baja. En
el caso de haber utilizado Unicamente una region concreta para analizar cada muestra, no
habriamos obtenido unos resultados claros, puesto que con una fiabilidad del 100% BLASTN
proporcion6 mas de un resultado. Fue al comparar ambas regiones, ITS y NL, cuando
obtuvimos un resultado mas claro, excepto para el caso del clon n° 2, que detallaremos mas
adelante.

Con el analisis de los RFLPs, utilizando las enzimas Haelll, Hpall y Scrfl (Sun et al., 2016; Li
et al.,2012), confirmamos los resultados obtenidos del BLASTN. Por otro lado, el utilizar estas
enzimas, limitd la comprobacidon de los perfiles de los candidatos diferentes al clon 73. Esto es
porque la base de datos que recoge estos perfiles de restriccion, contempla mayoritariamente las
enzimas Cfo I, Hae Ill e Hinf I, y no otras, por lo que, solamente podriamos comprobar el
patrén obtenido para la enzima Hae Ill. Especies de mayor interés como son las del género
Saccharomyces, contemplan un patrén de restriccion mas completo, teniendo datos para las
enzimas: Cfo I, Hae Ill, Hinf I, Ddel, Hind IlI, Hpa Il, Scrf I. En nuestro caso, aconsejados por
el personal de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, www.yeast-id.org), nos
limitamos a emplear las enzimas Haelll, Hpall y Scrfl, y fueron suficientes, puesto que lograron
diferenciar la especie S. cerevisiae, confirmando los resultados obtenidos en BLASTN.

Mediante el analisis de las regiones ITS y NL, no fue posible discriminar a nivel de especie el
candidato n® 7. Esto es porque las dos especies que nos daba como posible resultado,
Meyerozyma caribbica y M. guilliermondii son especies que estan estrechamente relacionadas.
Como indica Romi et al. (2014), mediante la secuenciacion de los dominios D1/D2 no fue
posible discriminar entre estas dos especies. Mediante un analisis RFLP de la region 1TS1-5.8S-
ITS2 es posible la asignacion taxondmica precisa de M. guilliermondii y M. caribbica (Romi et
al., 2014), realizando una digestion con la enzima Taq |.

Otros métodos pueden ser de utilidad para diferenciar entre estas dos especies, como por
ejemplo los microsatélites (Wrent et al., 2016). Sin embargo, el anélisis RFLPs es un método
sencillo que proporciona resultados claros.
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Por ultimo, a modo de resumen, los diferentes analisis empleados han sido de utilidad
para la identificacion de cepas S. cerevisiae. Pese a que la caracterizacion fenotipica no
proporciona datos determinantes, si que ha proporcionado informacion relevante para realizar
una criba inicial. Y ha sido mediante la caracterizacion molecular, con el uso de diferentes vias
de identificacion como la secuenciacion de la region ITS y los dominios D1/D2 ademas del
analisis RFLP, lo que nos ha permitido proporcionar datos consistentes en la identificacion de
uno de los aislados de los campos de Alboraya como una cepa de S. cerevisiae. La
identificacion definitiva y su utilidad en el proceso de la produccion de cerveza requieren
estudios adicionales.
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5. CONCLUSIONES

1. Hemos aislado e identificado 3 cepas procedentes de los campos de Alboraya (ver Tabla
13).

Tabla 13. Informacidn sobre las cepas aisladas e identificadas. .

N° muestra Especie identificada Origen de la muestra
2 Wickerhamomyces ciferrii Suelo Eriobotrya japonica
7 Meyerozyma caribbica Suelo Citrus x limoén
73 Saccharomyces cerevisiae Suelo Ficus carica

2. Saccharomyces cerevisiae esta presente en suelos asociados a la higuera (Ficus carica).
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