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INTRODUCCION

El queso Paipa es el Unico queso tipico producido en Colombia que
involucra un proceso de maduracion y su produccion se realiza con leche
cruda siendo este uno de los principales problemas de contaminacion,
ademas de la carencia de practicas higiénicas durante el proceso;por ende
su reducida vida util. Alteraciones como el cambio de aroma y sabor son
frecuentes y afectan negativamente la comercializacion y la economia del
sector concentrado en el Departamento de Boyaca y en algunas localidades
de Cundinamarca en donde su produccion es fuente de ingresos ademas de

una tradicion generacional.

La calidad final del producto se ve afectada por los altos niveles
microbioldgicos presentes en las plantas de fabricacién, utensilios, operarios
y en la materia prima principal (leche) durante el proceso, debido a la
incorrecta aplicacion de las buenas practicas de manufactura. Asi los
tiempos de maduracion de minimo 30 dias no son cumplidos
comercializandose a partir de 15 dias sin dejar que su calidad organoléptica
llegue a establecerse totalmente.Todo esto sumado a la problematica social
gue repercute al intentar variar e implementar el procedimiento de obtencién
con nuevas técnicas debido al arraigo cultural en la elaboracién que ha sido
aprendida de generacion en generacion. Bajo estas condiciones se pueden
producir problemas para la fabricacion, distribucion y comercializacién del
producto, debido a que no cumple los limites microbiolégicos establecidos
por normativa, conduciendo a pérdidas econdémicas y con el tiempo

posiblemente la desaparicion de este queso tipico.

7
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La microbiota natural presente en la leche y en el queso tiene efectos
directos en el sabor, aroma y textura a través del tiempo, asi como el
proceso biotecnoldgico tradicional con el cual se elabora. La diversidad de
esta microbiota en el ambiente de fabricacion en gran medida no ha sido
caracterizada y su influencia positiva y negativa debido a este hecho ain no

es especifica.

Se plantea como solucién a este problema aislar los microorganismos
que intervienen en los procesos de fabricacion y maduracion del queso,
pasteurizar la leche y adicionarlos posteriormente para obtener un producto
con las mismas caracteristicas organolépticas originales y una calidad
microbiolégica aceptable, siendo necesario realizar la identificacion de la
microbiota presente y conocer el rol que desempefa en las caracteristicas

fisicas, quimicas y organolépticas del producto.

Actualmente se han aislado y caracterizado bacterias lacticas por
(Hernandez, 2008), también se han aislado e identificado preliminarmente

hongos filamentosos y levaduriformes por (L6épez y Cardenas, 2010)

La caracterizacion molecular permite identificar las levaduras con
gran exactitud pero para llevar a cabo esta identificacion se deben realizar
previamente una seria de técnicas. En este trabajo se estandarizaron
procedimientos tales como el aislamiento de cepas del producto,
conservacion de las mismas, extraccion de ADN comparando protocolos
propuestos tales como el empleado en el articulo cientifico Quick and Easy
Isolation of genomic DNA from yeast (Ralser, 2009) frente al protocolo de

uso del DNeasy Plant Kit de la casa comercial QIAGEN, (2006). Se realizo la
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amplificacion de los segmentos por PCR de la regién 26S del ADN
ribosomal, especificamente del dominio D1/D2 de las levaduras aisladas,
empleando primers NL1 y NL4 reportados en el articulo Yeast diversity in
hypersaline hébitats (Butinar et al. 2005) enfrentando condiciones como
volumenes de mezcla y variables de tiempo y temperatura en el
termociclador propuestas en “An application of PCR-DGGE analysis to
profile the yeast populationsin raw milk” (Cocolina et al. 2001),
Characterization of some yeasts isolated from foods by traditional and
molecular tests (Senses-Ergul et al 2006), comprobadas por medio de

electroforesis en gel de agarosa.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estandarizar los procedimientos que conlleven a la caracterizacion
molecular de las levaduras nativas del queso Paipa producido en Boyaca y

Cundinamarca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar dos técnicas de extracciéon de ADN gendmico con cada una de

las 17 cepas de levaduras aisladas de queso Paipa.

e Demostrar la presencia de ADN por medio de la técnica de electroforesis.

e Amplificar el fragmento de ADN por medio de la técnica de la reaccion en

cadena de la polimerasa.

e Verificar la generacion del fragmento por la reacciéon en cadena de la

polimerasa mediante técnica de electroforesis.

10
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MARCOTEORICO

En este capitulo se presentan algunas generalidades sobre el queso

Paipa, levaduras y extraccion de ADN; asi como algunas técnicas

empleadas en biologia molecular.

1.1

QUESO

Se entiende por queso el producto blando, semiduro, duro y extra

duro, madurado o no madurado, y que puede estar recubierto, en el que la

proporcién entre las proteinas de suero y la caseina no sea superior a la de

la leche, obtenido mediante:

Coagulacién total o parcial de la proteina de la leche, leche desnatada /
descremada, leche parcialmente desnatada/descremada, nata (crema),
nata (crema) de suero o leche de mantequilla/manteca, o de cualquier
combinacionde estos materiales, por accion del cuajo u otros
coagulantes idoneos, y porescurrimiento parcial del suero que se
desprende como consecuencia de dichacoagulacion, respetando el
principio de que la elaboracion del queso resulta enuna concentracion de
proteina lactea (especialmente la porcion de caseina) y quepor
consiguiente, el contenido de proteina del queso debera ser
evidentementemas alto que el de la mezcla de los materiales lacteos ya

mencionados en base ala cual se elaboro el queso; y/o

11
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e Teécnicas de elaboracion que implican la coagulacion de la proteina de la
leche y/o de productos obtenidos de la leche y que dan un producto final
gue posee las mismas caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas
que el producto definido en el apartado anterior (Codex, 2006).

e El proceso de concentracion de proteinas, mediante el cual no es
necesaria la separacion del suero y que da un producto final que posee
las mismas caracteristicas fisicas, quimicas y o sensoriales que el
producto definido en la coagulacion total o parcial de la proteina (NTC

750, 2009).

1.2 QUESO PAIPA

El queso Paipa es un gqueso que se obtiene de la coagulacion
enzimatica de leche fresca. Este queso es de origen Colombiano y requiere
de una maduracion entre 2 a 4 semanas previas a su consumo. Su proceso
inicial es muy similar al de la fabricacion del queso campesino amasado y
prensado. Se produce en el departamento de Boyaca, en los municipios de
Paipa, Sotaquird, Belén, Santa Rosa, Soacha y Cerinza. Actualmente
Pacho, Cundinamarca, es una region altamente productora (Neira y Orozco,
2004). La maduracién (en promedio 15 dias) lo hace mas duradero que los

otros quesos tipicos colombianos (ICTA, 1989).

Andlisis realizados por la Universidad de la Salle (Neira y Orozco,
2004) en donde se obtuvieron valores promedio de grasa en base seca

desde 40.8%, presentando variaciones con limite superior de 54.45% e

12
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inferior de 40.24%, indican que el queso Paipa presenta un contenido de
grasa muy variable, éstos valores coinciden en general con los datos
obtenidos en otros estudios realizados, obteniendo valores promedio de
grasa en base seca de 41% (Banco Ganadero, 1994) y 40.8% (ICTA, 1989).
La proteina puede variar de 17.13% a 24.63% (ICTA, 1989).

Microbiolégicamente en el estudio de Neira Y Orozco (2004), se
encontraron 29 valores promedio de 35.600 UFC/g, el recuento de
Staphilococcus aureus en promedio para las muestras analizadas fue de
86.000 UFC/g, el queso presenta altos recuentos de Escherichia coli y en
general todas la muestras presentaron Salmonella spp. Cinco de las
muestras analizadas por Neira y Orozco (2004), presentaron reaccion
positiva a Listeria spp y respecto al recuento de hongos y levaduras se
encontraron en promedio 14.000 UFC/g. En la misma investigacion se
especific6 que los hongos presentes en el queso Paipa, pueden ser de
diferentes especies, como Aspergillus, Penicillum y Fusarium.

El queso Paipa se caracteriza después de la maduracion por su
apariencia externa de color amarillo palido levemente brillante, con corteza
algo corrugada que puede medir hasta 5 milimetros de espesor (ICTA,
1989). La forma tradicional es cilindrica y de 20 kilos de peso; también se
encuentra en forma rectangular de 15Kg y cilindricas pequefias de 1, 2 y
5Kg. Internamente presenta una textura semidura, seca, ligeramente friable
(que no se deshace facilmente cuando se frota entre los dedos), sin
arenosidad, con ojos que pueden ser de tipo mecanico, de levaduras o de
coliformes, posee sabor predominante acido, aroma acido y rancio

relativamente fuerte (ICTA, 1989).

13
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El 60% del queso Paipa comercializado en Bogota, proviene del
municipio de Pacho (Cundinamarca), de Belén el 25.70%, de Paipa el
14.19% yde Cerinza 1.17%. La comercializacion del producto se realiza en
plazas de mercado mayoristas y minoristas (74%) y el restante en
supermercados de cadena. Se utiliza principalmente en recetas culinarias y

puede reemplazar en su uso al queso parmesano (Neira y Orozco, 2004).

1.3 QUESO MADURADO

Se entiende por queso sometido a maduracion el queso que no esta
listo para el consumo poco después de la fabricacion, sino que debe
mantenerse durante cierto tiempo a una temperatura y en unas condiciones
tales que se produzcan los cambios bioguimicos y fisicos necesarios y

caracteristicos del queso en cuestion (Codex, 2006; NTC 750, 2009).

1.4 MADURACION

El proceso de maduracion imparte al queso fresco caracteristicas
especificas que deben ser controladas para asegurar la calidad del producto
final. Los dos parametros mas importantes son el resultado de la

acidificacion y el contenido de humedad; ambos varian con el tipo de queso.

14
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La maduracién da al queso su aspecto, sabor, aroma y consistencia

definitivos, por lo tanto se puede decir que la maduracion es una compleja

sucesiéon de fendmenos quimicos y fisicos que se describen a continuacion:

Deshidratacion. Al realizarse la maduracion, la humedad va
descendiendo por evaporacion, esta evaporacion va a depender de la
humedad del queso, el tratamiento superficial, la humedad y la
temperatura ambiente durante la permanencia en la bodega. Algunos
guesos se airean antes (Cammembert) parafavoreceresta eliminacion de
agua. Las cavas o bodegas tienen normalmente una humedad relativa
cerca del 85% y una temperatura que oscila entre 10 y 18°C. La cava
tradicional es, ademas, un foco de microorganismos que resultan

determinantes para la maduracién del queso en si (FAO, 1985).

Fermentacion de la lactosa a acido lactico.La fermentacion de la
lactosa aacido lactico se da en pequefias cantidades de acidos acético y
propionico, CO2 y diacetilo. Es realizada fundamentalmente por las
bacterias lacticas. Comienza durante la coagulacion y el desuerado y se
prolonga hasta la desaparicion casi completa de la lactosa. El acido
lactico procedente de la degradacion de la lactosa no se acumula en la
cuajada sino que sufre distintas transformaciones de naturaleza diversa
como la formacion de lactatos, especialmente de calcio. En quesos
blandos madurados por mohos, es metabolizado por éstos. En queso
tipo Gruyere se transforma en propionico, acético y CO2 (Veisseyre,

1990).

15
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Neutralizacién del &cido lactico 6 su degradacion. Durante la
maduracion, el 4cido lactico se transforma al interaccionar con las sales
calcicas de la pasta formando lactatos. Pueden ocurrir diferentes
fermentaciones posteriores (butirica, propionica, y otras), por destruccion
metabdlica (gracias a la flora superficial, especialmente mohos) y de esta

forma neutralizarse por el amoniaco producido (FAO, 1985).

Protedlisis. La protedlisis producida por la hidrélisis de las proteinas de
la leche solubiliza parcialmente la caseina y modifica la textura y sabor
del queso. Practicamente, es una ‘digestion’ de la proteina similar a la
que tiene lugar en el aparato digestivo y que tiene como
consecuenciasque la masa del queso se haga mas blanda y untuosa y
que se liberen productos responsables del aroma tipico del queso

(aminoacidos y amoniaco)(Veisseyre, 1990).

Lipélisis. La hidrélisis de las moléculas de grasas tiene especial
importancia en loque se refiere al aroma y sabor del producto. Este
proceso es débil en quesos de pasta dura y mayor en quesos azules y
guesos de pasta blanda. Los productos de degradacion de las grasas
son acidos grasos (muchos de ellos voléatiles) y metilcetonas. Las
sustancias responsables de la lisis de la grasa del queso (lipasas)
proceden de microorganismos, sobre todo de los mohos, levaduras y de
los micrococos. La sal no inhibe a las lipasas en contra de lo que suele
ocurrir con las proteasas. Es interesante saber que la leche dispone de

sus propias lipasas que, sin embargo, se desnaturalizan al pasteurizar.
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Las lipasas procedentes de microorganismos son resistentes a altas

temperaturas (Fadul y Quecano, 2005).

e Formaciéon de la corteza del queso. La formacion de la corteza en
ciertosquesos es decisiva en su maduracion y adem4s, constituye un
‘marco’ que protege al queso y sustenta el conjunto de la masa. Es una
superficie de intercambio a modo de ‘piel’ donde tienen lugar los
procesos de cesion de vapor de agua y de gases de la fermentacion.
Industrialmente, se buscan quesos de corteza pequefia que no supongan
un gran desperdicio y para ello se recubren con ceras, parafina, etc.

(Fadul y Quecano, 2005).

1.4.1 Agentes que participan en la maduracién

Los agentes responsablesde la transformacién de la cuajada en su
producto finalson las enzimas procedentes de la leche, cuajo y flora
microbiana (Veisseyre, 1990). EIl cuajo es un enzima proteolitica que no
s6lo interviene en la formacion del coagulo, sino también en su evoluciéon
posterior. Su participaciéon dependera de la tecnologia de elaboracién de
cada variedad, segun las diferentes variedades de cuajo utilizadas vy

retenidas en la cuajada.

Los microorganismos intervienen en la maduracion liberando a la
cuajada sus enzimas exocelulares, tras su lisis o ruptura, mediante sus
enzimascontracelulares. La cuajada contendra  microorganismos

procedentes de la leche, si se parte de la leche cruda, de los fermentos
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adicionados y otros que se desarrollen en la superficie y el interior. La flora

microbiana se encuentra en constante evolucién, sucediéndose distintos

grupos microbianos a lo largo de la maduracion del queso. La poblacion

microbiana de un queso es extremadamente densa, sobrepasando a

menudo 1.0 x 10°UFC/g (Fadul y Quecano, 2005)

1.4.2 Factores fisico-quimicos que participan en la maduracién

A continuacion se mencionan algunos factores fisicoquimicos que

intervienen en la operacién de maduracion.

Aireacion. El oxigeno condiciona el desarrollo de la flora microbiana
aerobia o anaerobia facultativa. La aireacién asegurara las necesidades
de oxigeno de la flora superficial de los quesos, mohos, levaduras y

bacterias (Veisseyre, 1990).

Humedad. Favorece el desarrollo microbiano. Las cuajadas con mayor
contenidode humedad maduran rapidamente, mientras que en las muy
desueradas el periodo de maduracién se prolonga considerablemente

(FAO, 1985).

Temperatura. Regula el desarrollo microbiano y la actividad de las
enzimas. Latemperatura Optima para el desarrollo de la flora superficial
del queso es de 20-25°C; las bacterias lacticas mesofilas mas

rapidamente a 30-35°C, y las termdfilas, a 40-45°C. La produccion
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méaxima de enzimas tiene lugar generalmente a una temperatura inferior
a la 6ptima de desarrollo y la actividad de las enzimas, generalmente es
maxima a 35-45°C. En la practica industrial, la maduracion se efectia a
temperaturas muy inferiores a las Optimas, generalmente

comprendidasentre 4 y 20°C, segun las variedades (FAO, 1985).

e Contenido de sal. Regula la actividad de agua y, por lo tanto, la flora
microbianadel queso. El contenido de cloruro sodico de los quesos es
generalmente de un2.2 - 5%, que referido a la fase acuosa en que esta

disuelto supone el 4-5%(Veisseyre, 1990).

e pH. Condiciona el desarrollo microbiano, siendo a su vez resultado de
éste. Losvalores del pH del queso oscilan entre 4,7 y 5,5 en la mayoria
de los quesos, y desde 4,9 hasta mas de 7 en quesos madurados por
mohos. La primeras fases de fabricacion determinan la velocidad de
produccion de acidez hasta la adicién de cloruro sodico, que junto a la
pérdida de lactosa, determina el pH mas bajo del queso. Posteriormente,
la actividad de bacterias, mohos y levaduras origina la degradacion de
los componentes de la cuajada a compuestos neutros o alcalinos que
eleven el pH, cuyos niveles maximos se registran cuando la actividad

proteolitica es muy fuerte(Veisseyre, 1990).

1.5 LOS MICROORGANISMOS Y SU RELACION CON EL pH

Algunos microorganismos empleados se mencionan a continuacion:
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Bactérias no formadoras de esporas. Las bacterias no formadoras de
esporastienen un papel importante entre los microorganismos asociados
con la alteracion de alimentos en toda la escala de pH.

A pesar de las considerables diferencias en la composicién de la
pared celular de los microorganismos Gram positivos y Gram negativos,
sus limites de tolerancia de pH son apenas ligeramente diferentes. Sin
embargo, las bacteriasresponsables del deterioro de los alimentos acidos
(pH < 4,5) son todas Gram positivas. Las especies mas frecuentemente
implicadas pertenecen al género Lactobacillus y aparte de su importancia
en la alteracion, son las que se utilizan como agentes de la fermentacion
en productos lacteos y vegetales. Ademas, algunos Lactobacillus pueden
producir acidos débiles lipofilicos en cantidades suficientes para inhibir a

las enterobacterias (Castillo, 2000).

Bacterias formadoras de esporas. Las esporas producidos durante el
crecimiento de células vegetativas en alimentos no procesados, pueden
sobrevivir a los procesos de calentamiento minimos habitualmente
disefiados para destruir las células vegetativas. En los casos en que un
tratamiento térmico medio no elimine todas las esporas presentes, la
funcién del medio especifico creado por el procesador en el interiordel
alimento, es sobre todo inhibir la germinacion de las esporas
supervivientes, aunque también se intente inhibir el crecimiento de las
células vegetativas que pudieran derivar de las esporas y de los
contaminantes  posteriores al tratamiento. Existen resultados

contradictorios sobre el efecto del pH en la inactivacion térmica de las
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esporas bacterianas. Sin embargo, a bajo pH frecuentemente se
inactivan esporas con facilidad, lo que probablemente se debe a que el
pH ambiental altera el medio i6nico dentro de la cubierta de la espora.
Alderton y Snell (1963) sugirieron que las esporas podrian quizas actuar
como débiles intercambiadores de iones, de forma que un pH bajo, o sea
una [H+] alta, permitiera la sustitucion por H+ de otros lones ligados a la
pared de la espora, disminuyendo asi su estabilidad. El pH del medio de
recuperacion ejerce un efecto considerable sobre el nimero de esporas

aparentemente viables después del tratamiento térmico (Fox, 1993).

e Levaduras y Mohos. Las levaduras y los mohos resisten normalmente
los medios acidos y crecen bien por debajo de pH 4. Entre ellos se
encuentran algunos microorganismos acido — tolerantes que se han
encontrado en alimentos. El tipo de acido presente en el medio puede

determinar la tolerancia de pH (Castillo, 2000).

1.6 ACTIVIDAD DE AGUA (aw) Y pH DEL QUESO

Se denomina actividad de agua a la relacién entre la presiéon de vapor
de agua del substrato de cultivo y la presion de vapor de agua del agua
pura. El valor de la actividad de agua da una idea de la cantidad de agua
disponible metabdlicamente. El valor de la actividad de agua esta
relacionado con el de la humedad relativa. Cuando un microorganismo se
encuentra en un substrato con una actividad de agua menor que la que

necesita, su crecimiento se detiene. Esta detencién del crecimiento no suele
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llevar asociada la muerte del microorganismo, sino que éste se mantiene en
condiciones de resistencia durante un tiempo mas o menos largo. Los
parametros fisicos mas importantes en relacion con la estabilidad del queso
son, el pH, la aw, y la temperatura. Cada uno de estos parametros puede
emplearse para disminuir 0 aminorar las reacciones quimicas y enzimaticas.
Como estos parametros son interactivos, el mismo efecto inhibidor se puede
conseguir usando valores subdptimos de uno o mas de ellos. Generalmente,
la modificacion de la aw y del pH son las técnicas mas extendidas para
preservar quesos Yy otros productos fermentados. Para un valor de aw
determinado, la actividad microbiologica disminuye al disminuir el pH, o la

disminucién conjunta de la awy del pH afecta a la supervivencia (Fox, 1993).

1.7 LEVADURAS

En términos generales, las levaduras necesitan un poco mas de agua
gue los mohos, algunas especies crecen en medio que contienen incluso
40% de agua. Crecen en limites amplios de pH, aunque sus requerimientos
son mas limitados que los de los mohos. Muchas especies se multiplican en
soluciones conacidez de pH 3 y alcalinidad de pH 7.5. la reaccion 6ptima
suele localizarse entre pH 7.5 y 5.0. El queso Paipa fue analizado
anteriormente por Neira y Orozco(2004), donde encontraron un promedio de

mohos y levaduras de 1. 4 x 10°UFC/g.
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Las levaduras tienen una amplia aplicacion en la biotecnologia.
Desde la antigiedad se han reconocido como protagonistas en la
produccion de alimentos y bebidas por fermentacién, y actualmente son
utilizadas como fuentes de obtencion de vitaminas del complejo B,

pigmentos, biomasa y otros productos con valor afiadido (Orbera, 2004).

Las levaduras tienen la habilidad de crecer bajo condiciones
desfavorables (Fleet and Mian, 1987; Seiler and Busse, 1990). Las bacterias
y las levaduras son un factor determinante de la calidad de los quesos
elaborados con leche cruda, ya que refuerza la riqueza y diversidad del
sabor de estos productos (Duthoit et al, 2005). En algunos casos, las
levaduras contribuyen positivamente al proceso de fermentacion vy
maduracién de los quesos, inhibiendo el crecimiento de microorganismos
indeseables presentes (Viljoen et al., 2002; Kaminarides y Laskos, 1992),
metabolizando el 4cido lactico aumentando el pH (Fleet, 1990). Sin embargo
las levaduras pueden contribuir al deterioro en algunos quesos o ayudar en
el desarrollo del sabor caracteristico durante el proceso de maduracién
(Fleet, 1990; Flota y Mian, 1987). Sin embargo otras levaduras son
reconocidas como problema en los quesos (Fleet, 1990) ocasionando
defectos tipicos tales como produccién de gas excesiva, sabores frutales,
aumento de acidez, cambios en la textura y produccion de sabores amargos

y rancios (Welthagen & Viljoen, 1998; Walker, 1988).

La caracterizacion de levaduras hasta el nivel de especie es de

relevancia desde el punto de vista industrial, ya que muchos grupos forman
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parte de la microflora natural del alimento y participan en el proceso de

obtencion (Fernandez et al., 2000)

Existen métodos convencionales para la identificacion de levaduras
con base en las caracteristicas morfologicas vy fisiologicas, sin embargo son
tediosas ya que requieren hasta 100 pruebas, aumentando el tiempo de
estudio y generando gastos inapropiados (Esteve-Zarzoso et al., 1999). Se
estudia la morfologia del estado asexual y sexual, presencia de homo y
heterotalismo, etc., caracteristicas que solo permiten la identificacion hasta

nivel de genero (Boekhout & Kutzman, 1996).

Las principales pruebas fisioldgicas realizadas para la identificacion
son las de fermentacion/asimilacion de fuentes de carbono, asimilacion de
compuestos nitrogenados, requerimientos vitaminicos, resistencia a
cicloheximida y termo tolerancia, sin embargo estas no son siempre estables
ni reproducibles, debido a que las fuentes de carbono y nitrdgeno pueden
metabolizarse por rutas comunes y en ocasiones su metabolismo es

controlado por varios genes (Boekhout & Kutzman, 1996; Loureiro, 1999).

Dentro de las pruebas genéticas empleadas, esta el apareamiento
entre cepas complementarias con la subsiguiente aparicion del estado
sexual (Boekhout & Kutzman, 1996). Como pruebas bioquimicas aparecen
a electroforesis de proteinas, analisis de los patrones de isoenzimas y de
Resonancia Magnética Nuclear, el nimero de unidades de isopreno en la
coenzima Q y la cromatografia de acidos grasos de cadena larga de la
pared celular, estas técnicas dependen del estado fisiologico de la cepa

(Boekhout & Kutzman, 1996; Esteve-Zarzoso et al., 1999).
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1.8 ADN

Molécula de gran peso molecular que esta constituida por tres
sustancias distintas: acido fosférico, un monosacarido aldehidico del tipo
pentosa (desoxirribosa), y una base nitrogenada ciclica que puede ser
purica (adenina o citosina) o pirimidinica (timina 0 guanina).
Estructuralmente la molécula de ADN se presente en forma de dos cadenas
helicoidales enrolladas alrededor de un mismo eje; las cadenas estan unidas
entre si por las bases en pares. Los apareamientos son siempre adenina-
timina y citosina-guanina. Solo existen dos clases de &cidos nucleicos. Si el
azucar dentro del nucleétido es ribosa, el polimero es acido ribonucleico
ARN, en cambio si es desoxirribosa el polimero es acido desoxirribonucleico

ADN.

1.8.1 ADN ribosomal

Secuencias de ADN que codifican al ARN ribosomal y los segmentos
de ADN que separan a los genes individuales del ARN ribosomal, que se
conocen como ADN espaciador ribosomal. EIl ADNr es un componente en la
estructura del nucléolo y es utilizado como molde para la transcripcion del

ARN ribosémico.

El ADN ribosomal 16S (ADNr 16S), es un polirronucleotido a partir de
cuya secuencia se puede obtener informacion filogenética y taxonomica.

Como cualquier secuencia de nucleotidos de cadena sencilla, el ADNr 16S
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se pliega en una estructura secundaria, caracterizada por la presencia de

segmentos de doble cadena, alternando con regiones de cadena sencilla.

La amplificaciéon del ADNr 16S se consigue en un termociclador,
gracias a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Como sustrato se
utiliza normalmente ADN purificado a partir de un cultivo puro (Rodicio et al.,

2004).

1.9 EXTRACCION DE ADN

Numerosos métodos para la extraccion de ADN de levaduras se han
descrito (Kurtzman y Fell, 1998). Estos se diferencian basicamente en qué
procedimiento ha sido utilizado para la lisis de la pared celular de la
levadura, y qué protocolo es usado para la purificacion del ADN. Casi todos
los métodos empleados son variaciones tanto de procedimientos de
agitacion con perlas de vidrio (Hoffman y Winston, 1987; Ros-Chumillas et
al., 2007) como de lisis de pared celular por tratamiento enzimatico (Querol

et al., 1992).

Segun “Upadhyay, 2010” la separacion de las proteinas de los &cidos
nucleicos generalmente se basa en la diferencia de solubilidad. La parte de
fosfato altamente cargada hace que los &acidos nucleicos sean poco
hidrofilicos, en comparacién con las proteinas que son mas hidrofobicas.
Normalmente, las células se lisan bajo condiciones de desnaturalizacion y
las proteinas se extraen con fenol. Las enzimas se utilizan con frecuencia
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para eliminar los componentes no deseados. Los &cidos nucleicos son
facilmente recuperados y se concentran por precipitacion con etanol. En
general, los mismos procedimientos basicos se pueden utilizar para los

distintos tipos de acidos nucleicos con sélo modificaciones menores.

Como las células varian los procedimientos de aislamiento de ADN
son diferentes dependiendo de su origen. Otro punto de variacién en los

procedimientos de aislamiento es laconcentracion de ADN en el origen.

Generalmente para los rompimientos de proteina se emplean
detergentes, cloruro de guanidinio, o la concentracion de sal, también se

pueden emplear enzimas como las proteasas.

La extracciébncon fenol/cloroformo/alcoholisoamilico, se realiza una
vez se hayan digerido las proteinas parcialmente o desnaturalizado. La
extraccion con fenol produce residuos peligrosos que se deben desechar
correctamente. Si el fenol se ve de color amarillo, no se debe usar ya que el
color amarillo se debe a la oxidacion y la oxidacion del fenol puede interferir

en el procedimiento rompiendo el ADN.

El ADN es soluble en fenol,es por esta razén que el buffer de fenol
saturado (pH 8) se utiliza para los aislamientos de ADN. Sin embargo, el
fenol no es completamente insoluble en agua dando lugar a problemas de
extraccién después de la centrifugacion para separar las fases acuosa y
organica, es por esta razén quese emplea un volumen igual de cloroformo y
se aflade a la suspension de fenol/muestra. El fenol es muy soluble en
cloroformo pero este ultimo es completamente insoluble en soluciones

acuosas haciendo que el fenol se quede por completo dentro. Una ventaja
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afadida de cloroformo es que también ayuda en la eliminacién de los lipidos

de la fase acuosa.

La precipitacion del ADN se hace normalmente con etanol frio en un
bafo de hielo seco. Los &cidos nucleicos son concentrados por precipitacion

con etanol.

La soluciones salinas son afiadidas para neutralizar las altas cargas
de los grupos fosfato y asi aumentar las interacciones hidrofobicas. Para la
precipitacion de los acidos nucleicos se emplea etanol e incubacion a -20°C.
Pero si los acidos nucleicos son de tamafio pequefio, se requiere de un
largo tiempo de incubacion. EI ADN precipitado se recoge por centrifugacion.

El precipitado se lava con etanol al 70% para eliminar el exceso de sal.

Cuando todos los procedimientos han terminado, el precipitado se

seca y se disuelve en una solucién amortiguadora.

1.10 ELECTROFORESIS

Es un proceso que se utiliza para separar macromoléculas en una
solucion. Permite separar moléculas de ADN, por medio de un campo
eléctrico a velocidad constante en un gel de agarosa, de forma tal que
debido a la carga negativa que posee a pH fisioldgico, migra hacia el polo
positivo (Orbera, 2004); la migracion se realiza a una velocidad que depende
del tamafio y la carga de las moléculas de tal manera que en el gel se
visualiza un patron de bandas (Gonzalo et al., 2001). Este patrén en
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levaduras es especifico de especie debido a fendbmenos genéticos vy
evolutivos que han tenido lugar en los cromosomas tales como inserciones,

deleciones y translocaciones.

La resolucion y velocidad de separacion de fragmentos de ADN por
electroforesis son reguladas a través de la concentracion de agarosa (o
acrilamida) en el gel y el voltaje aplicado durante la electroforesis. La
agarosa funciona como un filtro en el que los fragmentos de menor tamafio
migran mas rapidamente hacia el anodo que aquellos de mayor tamafio. Al
aumentar la concentracion de agarosa se dificulta el movimiento de los
fragmentos a lo largo del gel, permitiendo obtener una mayor resolucion en
los fragmentos de menor longitud. El incremento del voltaje aumenta
proporcionalmente la velocidad de migracion de los fragmentos en el gel

(Posso y Ghneim, 2008).

Los &cidos nucleidos separados en geles de agarosa pueden
visualizarse mediante tincion con colorantes fluorescentes, lo cual permite
evaluar su integridad y estimar su concentracion mediante un analisis
comparativo con patrones de concentracibn conocida. Los colorantes
fluorescentes actuan mediante inserciébn entre las pares de bases que
conforman el acido nucleico. ElI bromuro de etidio es ampliamente utilizado
para la visualizacion de ADN y ARN. Sin embargo, éste es un reactivo
altamente téxico, con propiedades mutagénicas, por lo que debe ser
manejado con extremo cuidado en el laboratorio. En la actualidad existen

colorantes fluorescentes alternativos, como SYBR Safe, SYBR Gold, SYBR
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Green |, Vistra Green y Syto60, desarrollados especificamente para reducir

los riesgos potenciales de mutagénesis.

El ADN estd compuesto por cuatro nucleétidos que tienen carga
negativa y peso molecular similar. Por lo tanto, la aceleracién impuesta por
la fuerza eléctrica es igual para cualquier molécula de acido nucleico. La
diferencia en velocidad de migracion estara dada por diferencias en la fuerza
de rozamiento, o sea por la forma y tamafio de la molécula de ADN. En el
caso del ADN doble cadena, la forma es la misma para cualquier molécula,
entonces las distintas moléculas tendran una velocidad que so6lo dependera

de su tamaiio, es decir, de su longitud en pares de bases.

Para lograr una separacion eficiente se utiliza un medio soporte que
aumenta la friccion recibida por las macromoléculas y reduce la difusion al
minimo. Este medio es un polimero organico, conocido como gel debido a
su consistencia gelatinosa. Las mezclas de DNA de diferentes tamafios se
hacen migrar a través del gel durante cierto tiempo y se obtiene una
separacion en el que la distancia migrada por una molécula es inversamente

proporcional a su longitud en pares de bases (tamafio).

La técnica para la cuantificacion de ADN consiste simplemente en la
utilizacion de una secuencia de concentraciones de solucion patron de ADN
con la que se comparan muestras de ADN de concentracion desconocida. El
calculo de las concentraciones se hace bajo la luz ultravioleta segun la
fluorescencia. Debe evitarse la exposicion prolongada a la luz ultravioleta,
incluso con mascara de proteccion. La estimacion de las concentraciones de

ADN puede realizarse sobre una fotografia digital del gel tomada bajo luz
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ultravioleta si se cuenta con un analizador de imagenes (Posso y Ghneim,

2008).

La concentracién de agarosa y el voltaje con los que se debe trabajar
depende del tamafio del segmento de ADN que se quiera visualizar. Los
segmentos de gran tamafio, el del ADN total (proveniente de una extraccion
de ADN), deben trabajarse con concentraciones del 0.8% y a voltajes de
60V para evitar la fragmentacion del mismo. Los segmentos de 1500pb en
adelante con geles al 1%, los segmentos de 500pb a 1500pb en geles 1,5%
0 2% Yy los pequefios segmentos de de 100pb a 500pb (los microsatélites
por ejemplo) en geles al 4% o 6%. Para estos el voltaje puede variar de 20V
a 120V dependiendo de la velocidad a la que quiera que migre el ADN, a

voltajes elevados mas rapido corren las muestras.

La pureza de la agarosa y de la soluciéon tampdn (TAE o TBE) puede
variar segun la finalidad del ensayo. Es posible reutilizar una solucién de
agarosa para fines de una simple visualizacion de algun producto de PCR.
No se debe reutilizar cuando con se va a cuantificar ADN ni a extraer
bandas a partir del gel. Para reutilizar la solucién de agarosa se recomienda
guardar el gel en un envase con tapa, esto evita la evaporacion y la entrada
de polvo. En caso dado de que se evapore algo de la solucion se puede
completar el volumen con solucion tampoén limpia

(www.molecularstation.com consultado 02-08-2011)
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1.11 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica de
biologia molecular descrita en 1986 por Kary Mullis, su principio es muy
simple y se basa en la amplificacion in vitro del ADN, lo que trae como
resultado la replicacién exponencial de la secuencia blanco hasta en un
millon de veces, aun en presencia de gran cantidad de moléculas de ADN
no relacionadas, obteniéndose como producto un ADN altamente
homogéneo que se convierte en fuente excelente para diversas
manipulaciones moleculares. Para ello, se emplea una ADN polimerasa
termoestable que, en presencia de una mezcla de los cuatro
desoxinucleétidos, un tampdn de la fuerza i6nica adecuada y los cationes
precisos para la actividad de la enzima, dos oligonucleotidos (denominados
cebadores) complementarios aparte de la secuencia (situados a distancia
suficiente y en sentido antiparalelo) y bajo unas condiciones de temperatura
adecuadas, moduladas por un aparato denominado termociclador, genera
exponencialmente nuevos fragmentos de ADN semejantes al original y

acotados por los dos cebadores (Watson et al, 2004).

La PCR puede efectuarse como una técnica de punto final, esto es,
como una herramienta de generaciéon del ADN deseado, 0 como un método
continuo, en el que se evalle dicha polimerizacion a tiempo real. Esta Ultima

variante es comun en la PCR cuantitativa
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1. Material bioldgico

El estudio se realizéutilizando 17 cepas de levaduras, aisladas de la
leche y de los diferentes tiempos de maduracion del queso Paipa en los
departamentos de Boyaca y Cundinamarca por (Molinello y Cardenas, 2010)
las cuales fueron evaluadas por reacciones bioquimicas mediante Kits
comerciales identificando posibles géneros como Candida rugosa,
Trichosporum beigelii, Cryptococcus albidus, Candida guilliermondii,

Cryptococcus uniguttulatus, Rhodotorula minuta y Rhodotorula rubra.

Se denominaron “L” a las once levaduras no formadoras de
pigmentos con coloraciones rosas y a las seis presuntas Rhodotorulas
formadoras de estas pigmentaciones se les identifico con la denominacion
“‘LR” numerandolas de forma aleatoria.Se parti6 de las cepas aisladas y
conservadas en agua estéril a temperatura de refrigeracion, estas se
sembraron en placas de Petri en agar CGA (Clorofenicol-glucosa) y se

incubaron por un periodo de 48-72 horas a temperatura de 28°C.
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2.1.2. Material de laboratorio

Las fichas técnicas de los equipos empleados en este trabajo se

encuentran en los anexos.

Para las pesadas de precision se utilizé la balanza analitica “OHAUS”

modelo AP110S.

Las mediciones de pH se realizaron con un pHmetro “ORION” modelo

3Star™,

Las incubaciones se realizaron en una incubadora microbiol6gica

“BINDER” modelo 03-52327UL.

Los choques térmicos, incubaciones y calentamiento de algunos

reactivos se realizaron en un bafo de agua“MEMMERT” modelo WB/OB?7.

Las centrifugaciones se realizaron en una microcentrifuga marca
“THERMO SCIENTIFIC” modelo Heraeuson un maximo de revoluciones por

minuto de 15000.

Las agitaciones, y resuspensiones se realizaron por medio de un

agitador vortex “HEIDOLPH” modelo REAX Control con vibracion circular.

Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron en la
Universidad Nacional de Colombia en el departamento de Biologiaen el
laboratorio de biologia molecular con un espectrofotometro de doble haz UV-

VIS “THERMO SCIENTIFIC” modelo NanoDrop 2000c.
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Las muestras y reactivos se conservaron a bajas temperaturas en una
nevera (refrigerador-congelador) ‘“WHIRLPOOL” modeloWRT

18YZNQfijados a 4°C y -20°C.

Para la amplificacién de los fragmentos génicos de interés, por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se utilizé un termociclador
“BIO-RAD” modelo MyCycler™ Thermal cycler, equipado con tapa

calefactora.

Las electroforesis de &cidos nucleicos en geles de agarosa se
realizaron en una cubeta de electroforesis horizontal para acidos nucleicos
“BIO-RAD” modeloWide Mimi-Sub Cell GT. Se emplebéuna fuente de
alimentacién “Bio-Rad” modelo Power Pac™ Basic de 300V. La visualizacion
de los fragmentos de ADN se llevd a cabo utilizando un transiluminador de
luz ultravioleta “CLARE CHEMICAL” modelo DR88X Transilluminator,

dotado de gafas y pantalla protectora para visualizar.

Todas las manipulaciones de material genético se efectuaron en una
cabina de bioseguridad “ESCO” modelo AC2-4E2, equipada con lampara de

luz ultravioleta.

Se emplearon micropipetas “Eppendorf” de 0,5-10uL, de 2-20uL, de

10-100pL, de 20-200pL, de 100-1.000 pL y de 1-10 mL.

Como material general de laboratorio se utilizaron tubos de
microcentrifuga tipo eppendorf, pipetas Pasteur, vasos de precipitados,
matraces Erlenmeyer, matraces aforados, agitadores, mecheros de gas, etc.

El material de vidrio empleado fue siempre de tipo “Pyrex”.
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La esterilizacién del material y reactivos utilizados durante el trabajo
se realizé en un autoclave tipo olla“ALL AMERIC” modelo 25X, utilizando

cintas de papel indicador para comprobar la efectividad del proceso.

2.1.3. Reactivos

Los reactivos utilizados en los experimentos descritos en este trabajo
fueron suministrados por los siguientes laboratorios: “CorpoGen” (Bogota,
Colombia), “Qiagen” (Hilden, Alemania), “Axygen” (Bogota, Colombia), “Bio-

Rad”, “Scharlau, S.L.”, “Merck”, “Fischer Scientific”.

Agarosa; Tampén TAE 10x: tris HCI (400mM), acetato sddico (50mM),
EDTA (7,7mM); Tampon Harju: 2% Triton X-100, 1% SDS, 100mM NacCl,
10mM Tris-HCI, pH 8,0, 1mM EDTA; Tampdn de carga electroforesis;
Mezcla PCR 100 2X CorpoGen; Solucién stock de primers NL1 y NL4;
Marcador de peso molecular Axygen (100-3000bp; 300-10000bp); SYBR

safe; Agua biologia molecular CorpoGen.

2.2 METODOLOGIA

En la figura 1 se muestra un esquema de la metodologia desarrollada
en este trabajo para la estandarizacion y a continuacion se describe cada

uno de los métodos realizados.
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Figura 1. Esquema para el seguimiento de la metodologia empleada.

Protocolo 1 ﬁ
P (Ralser -
Extraccion ADN-> .

2009) Protocolo 2
(Qiagen, 2006)

Electroforesis=>

ADN extraido>

PCR:

1. (Cocolin et al, 2002)
2. (Senses-Ergul et al, 2006)

Electroforesis=>

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de aislados de levaduras en

diferentes estadios del proceso productivo en los departamentos de Boyaca
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y Cundinamarca conservados en agua estérii y a temperatura de
refrigeracion (4°C). Sembrados en placas de Petri por agotamiento en agar
CGA e incubadas a 28°C durante 48-72 horas para la obtencién del cultivo

axénico.

A continuacién se describen los protocolos de extraccion de ADN

utilizados en este trabajo.

2.2.1. Protocolo 1. Quick and easy isolation of genomic DNA

from yeast (Ralser, 2009)

En la aplicacién de este protocolo se hicieron adaptaciones segun la

disponibilidad de materiales y reactivos.

Un dia antes de la extraccion se preparé caldo Sabouraud en tubos
de rosca y se esterilizo a 121°C/15minutos. Se inoculo en cada tubola
colonia correspondiente aislada de cada levadura, se agité (vortex) para
homogeneizar y se incub6 a 30°C durante 24horas. EIl correcto crecimiento
fue verificado a nivel visual por medio de la turbidez presente en los tubos y
se agitaron en vortex para resuspender. Posteriormente se transfirio 1,5 ml
de cultivo liquido en un tubo eppendorf, se centrifugo a 20000g durante 5
minutos y se repitié la operacién para aumentar la cantidad de pellet. Se
desech¢ el sobrenadante y se adicionaron 200ul de buffer Harju preparado
justo antes de la prueba. Se realiz6 un choque térmicosumergiendo los
tubos en hielo en un ambiente a -20°C por 2 minutos e inmediatamente

después en un bafio de agua a 95°C por 1 minuto, se repitié la operacion y

38



Estandarizacién de los procedimientos que conlleve a caracterizar molecularmente las levaduras nativas del queso Paipa
producido en Boyaca y Cundinamarca

1 de enero de 2011
después se agito durante 30 segundos en vortex. Se adicionaron 200 pl de
cloroformo y se agitaron las muestras 2 minutos en vortex, se realiz6 una
centrifugacion durante 3 minutos a temperatura ambiente a 20000g. La fase
acuosa obtenida se traspaso a un tubo de centrifuga que contenia 400 ul de
etanol absoluto helado y se mezclé por inversién. Durante 5 minutos se
incubo a -20°C. Posteriormente se centrifugo 5 minutos a temperatura
ambiente a 20000g. El sobrenadante se desechd con una pipeta Pasteur y
el pellet fue lavado con 0,5ml de etanol al 70%. Se centrifugo durante 5
minutos a temperatura ambiente a 20000g y se retir6 el sobrenadante el
pellet se dej6 secar a temperatura ambiente durante aproximadamente 12h.
Finalmente el extracto fue resuspendido en 25ul de agua destilada estéril y

se almaceno a -20°C.

2.2.2. DNeasy Plant Mini Kit For miniprep purification of total
celular DNA from plant cells and tissues, or fungi (Qiagen,

2006)

El kit de extraccion de QIAGEN utiliza 2 tipos diferentes de
membranas para la extraccion y purificacion del ADN. En una placa de Petri
estéril se colocaron colonias hasta obtener una cantidad suficiente para
congelarlas y secarlas por medio de nitrogeno liquido vertido directamente
sobre las muestras, estas se maceraron hasta obtener polvo, vertiendo
paulatinamente nitrégeno para evitar la rehidratacion, el polvo obtenido se

coloca inmediatamente en un tubo de 2ml y se le afiadié 400 ul del tampdn
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de lisis AP1 y 4 uyl de ARNasa A (100mg/ml) y se incub6 10 minutos a 65°C
mezclando por inversion cada 3 minutos. Posteriormente se afiaden 130 pl
del tampén AP2 de precipitacion y se mezclé e incubd 5 minutos en hielo en
una nevera a -20°C. Seguidamente se centrifugé a 20000gdurante 5 minutos
y se pipete6 el sobrenadante a la columna QIA Shredder mini spin, se
centrifugd 2 minutos a 20000g. Se recogieron 450 pl, a los cuales se afadio
1.5 volumenes del buffer AP3 (675 pl). Se pipeted en la columna Dneasy
mini spin y se centrifugd a 6000g por 1 minuto. Se descarta la fraccion que
atraviesa la columna y se afiaden 500 pl del buffer AW centrifugandose
6000gdurante 1 minuto. Se afiadi6 a la columna otros 500l del buffer AW y
se centrifugé 20000g durante 2 minutos. Una vez centrifugado se cambié la
columna a un tubo nuevo de 2 mly se afiadieron 100 pl del buffer AE,
incubandose 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se

centrifugd 1 minuto a 6000g.

Figura 2. Kit de extraccibn DNeasy Plant Mini Kit de la casa comercial

Qiagen empleado en la extraccion de levaduras de queso Paipa.

Fuente: www.giagen.com
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2.2.3Cuantificacion y determinacién de la pureza del ADN extraido

Una vez extraido el ADN de las cepas de levaduras aislada mediante
los protocolos descritos en el apartado anterior, se procedié a evaluar la
calidad y concentracion del mismo. Para determinar la calidad del ADN se

analiz6 su integridad (Maniatis y col., 1982).

e Integridad del ADN

La integridad del ADN extraido se valor6 mediante electroforesis en gel
de agarosa (técnica descrita en el apartado 2.2.5). Para ello, muestras de
3ul ADN se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1,0% en
tampon TAE al que se incorpordé 0,2ul de GR safe. A continuacion, las
bandas correspondientes a los ADNs de las muestras se compararon con un

marcador de tamafio molecular de ADN de 100bp hasta 3000bp (Axigen).

e Concentracion del ADN

La cuantificacion de la concentracion se determindé en la Universidad
Nacional de Colombia por medio de un espectrofotometro NanoDrop 2000c
programado para emitir datos en ng/ula partir de 1ul de muestra de ADN,

como se muestra en la fotografia 1.
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Fotografia 1. Incorporacion de 1ul de la muestra de ADN en el

espectrofotometro NanoDrop 2000c.

i
")

Fuente: La autora

2.2.4Amplificacién por medio de la reaccion en cadena de la

polimerasa PCR

La PCR se realizé a partir del ADN extraido de las muestras, para
amplificar el segmento 26S del ADN ribosomal utilizando los primers LN1 y
NL4 y una mezcla para PCR (CorpoGen) compuesta de Tagq DNA
polimerasa “Tucan taq”, dATP, dGTP, dCTP, dTTP, MgCI2 y Tampon PCR
compuesto de Tris-HCI pH 8,5, KCly agua para biologia molecular marca
CorpoGen, por medio de un termociclador marca Bio-Rad con
concentraciones de 1.5ul, 2ul y 2.5ul de ADN y a condiciones de tiempo y
temperatura en el equipo propuestas por (Cocolin et al, 2002) consistiendo
enl ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 5 min; 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 60 s, anillamiento a 56°C por 90 s y extension
a 72°C por 120 s y para finalizar 1 ciclo de extension final a 72°C por 7 min;
por otra parte (Senses-Ergul et al, 2006) propuso las siguientes condiciones

1 ciclo de desnaturalizacion iniciala 95°C por 5 min; 35 ciclos de
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desnaturalizacién 95 °C por 30 s, anillamientoa 60 °C por 30 s y extensiona

72 °C por 2 min finalizando conl ciclo de extension finala 72 °C por 7 min.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen de
50 pL. Para evitar contaminaciones, la preparacion de las reacciones se
realiz6 en una campana de flujo laminar equipada con ldmpara ultravioleta.
En todos los ensayos se verifico la ausencia de contaminacién mediante una

reaccion de control negativo a la que no se incorporé ADN.

2.2.5 Electroforesis en geles de agarosa
La electroforesis se realizd6 en una cubeta de electroforesis BioRad
Wide Mini-Sub® cell G conectada a una fuente de alimentacion “Bio-Rad”
modelo Power PacTM Basic de 300V. La visualizacion de los fragmentos de
ADN se llevé a cabo utilizando un transiluminador de luz ultravioleta “CLARE
CHEMICAL” modelo DR88X Transilluminator, dotado de gafas y pantalla

protectora para visualizar.

e Preparacion del gel

El gel de agarosa se compone de agarosa al 1,0% disuelta en tampdn
TAE, y 0,2ul de Sybr safe, La agarosa se disolvi6 en tampon TAE en un
matraz Erlenmeyer de uso exclusivo para estas preparaciones, calentando
la mezcla hasta ebullicibn en un horno microondas por un tiempo
aproximado de 2 a 3 minutos. A continuacién, la solucion se dej6 enfriar
hasta una temperatura aproximada de 55°C y se afiadieron 0,2uL de GR
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Safe(colorantes fluorescente). Finalmente, el gel se vertié en la cubeta de
electroforesis preparada con posterioridad junto con el peine formador de
pocillos. Una vez polimerizado el gel, el peine y las puertas fijjadoras se
retiraron cuidadosamente y se afiadi® un volumen de tampon de
electroforesis TAE suficiente para cubrirlo totalmente aproximadamente

700ml, quedando asi listo para depositar las muestras en los pocillos.

e Preparacion de las muestras

Tres microlitrosde los productos de la extracciéon de ADN de cada uno de
los procedimientos y de la PCR se mezclaron con cuatro microlitros de
tampén de carga y se depositaron en los pocillos del gel. En todos los
ensayos se depositd, en uno de los pocillos, cinco microlitros de un

marcador de peso molecular de 100bp a 3000bp de la marca Axigen.

e Condiciones de separacion

Las electroforesis se realizaron manteniendo un voltaje constante (80 V)
durante un tiempo de aproximadamente 20 min. Finalizada la electroforesis,
las bandas de ADN se visualizaron en el gel utilizando un transiluminador de

luz ultravioleta. La imagen obtenida se registr6 mediante camara fotogréfica.
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RESULTADOS

Se evaluaron 17 aislados purosde levaduras obtenidas a partir de
leche y queso Paipa en los departamentos deBoyaca y Cundinamarca, para
la estandarizacion de los procesos que conlleven a la caracterizacion

molecular de las mismas.

Para estandarizar la extraccion de ADN se seleccionaron previamente
dos protocolos (Ralser, 2009) y elprotocolo deDNeasy Plant Kit de la casa
comercial QIAGEN, por ser de facil aplicacion y reproducibles, para calificar
la mayor concentracion y pureza y se escogieron aleatoriamente tres
levaduras para aplicar estos protocolos, especificamente L3, L4 y LR3 de las

17 aisladas por (Lopez y Cardenas, 2010).

Los resultados obtenidos con el protocolo de (Ralser, 2009) no fueron
los esperados pues tras varios ensayosno se consiguié extraer ADN
gendmico, la extraccion se comprobé en todos los ensayos mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% como se observa en la fotografia 2,

donde se confirma la no presencia de ADN en ninguna de las muestras.

En la extraccion con el protocolo DNeasy Plant mini kit (Qiagen, 2006)
se logré obtener ADN gendmico en diversas concentraciones como se
puede observar en la fotografia 3, ademas se verifico por la cuantificacién

espectrofotométrica cuyos valores se presentan en la tabla 1.
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Fotografia 2. Electroforesis en gel de agarosa 1% de la extraccion de ADN

de levaduras de queso Paipa sin resultados.

Fuente: La autora

Fotografia 3. Analisis electroforético en gel de agarosa al 1% de la

integridad del ADN extraido de las muestras L3, L4 y LR3 aplicando el

protocolo (Quiagen, 2006).

Fuente: La autora
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En la electroforesis en agarosa se aprecia la integridad del ADN por

las bandas claras y nitidas tal como se observa en la fotografia 3.

Tabla 1. Tabla de las concentraciones obtenidas de ADN en ng/ul de la
extraccion con el protocolo DNeasy Plant mini kit (Qiagen, 2006) en las

levaduras L3, LR3 y L4 cuantificadas por NanoDrop 2000c.

Muestra | Concentracion ADN (ng/ul)

L4 15,4
LR3 21,6
L3 14

Comprobada la extraccion, se aplicé la metodologia en las catorce
levaduras restantes, la pureza y las concentraciones de estas se presentan

en la fotografia 4 y la tabla 2 respectivamente.

Fotografia 4. Andlisis electroforético en del de agarosa 1% de la extraccion

de ADN en 14 levaduras con el protocolo (Quiagen, 2006)
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Tabla 2. Tabla de las concentraciones obtenidas de ADN en ng/ul de la
extraccion con el protocolo DNeasy Plant mini kit (Qiagen, 2006) en las
levaduras L1, L2, L5, L7, L9, L11, L15, LR1, LR2, LR4, LR5 Y LR6

cuantificadas por NanoDrop 2000c

Muestras [ng/ul]
blanco 0,1
L1 7,9
L2 7,6
L5 22,9
L6 20,4
L7 6,4
L9 5,5
L10 7,2
L11 20,1
L15 17,8
LR1 30,4
LR2 33,4
LR4 7,1
LR5 17,2
LR6 19,8

Una vez obtenido el ADN se realizaron ensayos de PCR amplificando
el segmento 26S del ADN ribosomal especificamente del dominio D1/D2
utilizando los primer NL1 y NL4 reportados por (Butinar et al, 2005)y
variando la concentracién de las muestras y las condiciones de tiempo y
temperatura en el termociclador segun (Cocolin et al., 2002) y (Senses-Ergul
et al., 2006). Para analizar la eficacia de la PCR se realizé el ensayo con
tres concentraciones diferentes de cada muestra siendo de 1.5ul, 2uly 2.54l.
Una vez amplificado por PCR el fragmento génico seleccionado y aplicando
las condiciones se analiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa para
visualizar las bandas de ADN obtenidas, estos resultados se pueden
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observar en las fotografias 5 y 6.Utilizando ambos protocolos se lograron

obtener amplificaciones con un tamario de entre 600bp y 700bp.

Fotografia 5. Andlisis electroforético de los productos de PCR en
concentracion de 1.5ul, 2ul y 2.5ul de las muestras L3, L4 y LR3 con las

condiciones propuestas por (Cocolin et al, 2002) y con blanco de agua “B”.

Fuente: La autora

Fotografia 6. Andlisis electroforético de los productos de PCR en
concentracion de 1.5ul, 2ul y 2.5ul de las muestras L3, L4 y LR3 con las

condiciones propuestas por (Senses-Ergul et al, 2006)

Fuente: La autora



600

Estandarizacién de los procedimientos que conlleve a caracterizar molecularmente las levaduras nativas del queso Paipa
producido en Boyaca y Cundinamarca

1 de enero de 2011
Ya realizada la amplificacion se aplicé el protocolo de (Cocolin et al,
2002) con la metodologia seguida en las 14 levaduras restantes, obteniendo

pares de bases entre 600-700 como se ilustra en la fotografia 7.

Fotografia 7. Analisis electroforético de los productos de PCR en 14

levaduras con las condiciones propuestas por (Cocolin et al, 2002),
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ANALISIS DE RESULTADOS

La extraccion de ADN es una de las etapas cruciales de los
procedimientos analiticos basados en PCR, ya que la deteccién depende de
la calidad e integridad del ADN extraido (Garcia-Cafias et al, 2004). Son
varios los factores que pueden afectar a la integridad del ADN durante el
proceso de extraccibn como puede ser, variaciones del pH y temperatura,
actividades enziméaticas, etc. que pueden desencadenar en una escision de
los fragmentos del ADN. Por otro lado, los contaminantes procedentes del
propio proceso de extraccién pueden inhibir las reacciones de PCR (Hughes

S. y Moody A, 2007).

En este trabajo se seleccionaron dos métodos de extraccion, el
método propuesto por (Ralser, 2009) ya que es protocolo especifico para
levaduras y el Kit DNeasy Plant que es utilizado para la extracciéon de ADN
de hongos en general. Para ambos métodos fue necesario realizar
adaptaciones, en el primero se reemplazo el etanol frio-seco por hielo en un
ambiente a-20°C y en el kit al no ser especifico para hongos levaduriformes

se vario la cantidad de muestra analizada para la aplicacion del mismo.

El método de Ralser, es un procedimiento quimico y se basa en la
degradacion de la pared celular mediante un buffer de lisis y un choque
térmico sin adicion de enzimas, purificando con disolventes organicos y
fuerza centrifugay la precipitacion se realiza con etanol. Con la extraccion de
ADN siguiendo el protocolo propuesto por (Ralser, 2009) no se obtuvieron

los resultados esperados ya que a pesar de las repeticiones realizadas en el
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laboratorio no se consiguio extraer ADN de las muestras de levaduras. Se
prestd especial atencion en la dilucion y elaboracion de los reactivos
empleados en el método, se revisaron los tiempos y temperaturas en todo el
procedimiento y el crecimiento en medio liquido fue controlado revisando la
presencia de turbidez y se realizd con cultivos recientes. En la aplicacion
del protocolo debido a factores de tiempo y dinero se hicieron
modificaciones especificamente en la fase de rompimiento de la pared
celular puesto que en el protocolo se propone emplear etanol-hielo seco que
tiene una temperatura aproximada de -78,5°C, al no disponer de este, se
modificéla metodologia y se reemplazé el etanol por hielo en un ambiente a -
20°C. Lavariacion de temperatura aplicada en el protocolo es de 178°C y
aplicando -20°C no es obtenida con hielo en un ambiente a -20°C habiendo
una diferencia de 50 a 60°C que fue el empleado en la practica, siendo este
gradiente una posible causa para la no consecucion de la extraccion. La
extraccion de ADN consta de una etapa de lisis, que consiste en romper las
estructuras que confinan el citoplasma vy liberar al medio su contenido y otra
de purificacién, que implica la retirada de la solucion final de la mayoria
de elementos que pueden interferir en una posterior aplicacion en PCR, en
la eucariotas el ADN se encuentra en el nucleo, las mitocondrias y en los
ribosomas si no se consigue un rompimiento de sus paredes y membranas
es imposible extraer el ADN en estos contenidos, por esta razon se suelen
emplear perlas de cristal para ejercer un rompimiento mecanico con ayuda
de los buffers de lisis (Uphadyay, 2010), también actualmente se estan
investigando aplicaciones de enzimas para mejorar el rompimiento y obtener

mayores concentraciones y rendimientos de extraccion (Osorio et al, 2009).
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Con el kit comercial de Qiagen se logré extraer concentraciones de

ADN del orden de 5,5 a 33,4ng/ul de manera practica, ademas de obtener
ADN de alta pureza para las amplificaciones por PCR. La facilidad de este
método se debea los buffers empleados que consiguen en la fase inicial
rompimientos de la pared celular, sumado con el efecto filtrante de las
membranas de las columnas de resina garantiza la eliminacion completa de
todos los inhibidores de la PCR y otras reacciones enzimaticasque tienen un
efecto filtrante permitiendo extraer ADN de mayor calidad para su posterior
aplicacion en PCR, andlisis RAPD, etc. (Quiala et al., 2008; Qiagen,
2006).Ademas el gradiente de temperatura del nitrégeno liquido a un bafio
de agua a 65°C favorece este rompimiento facilitando la penetracion de los
reactivos y extraccion del ADN gendmico. Los reactivos empleados en la
extraccion fueron en orden de aplicacion tampon AP1 y RNasa (contiene
ribonucleasa), tampon AP2 (contiene &cido acético), tampdn AP3 (contiene
clorhidrato de guanidina), tampén AW (10mM Tris-Cl, 0,5 mM EDTA, pH 9;
este pH es éptimo para la eluciébn del ADN en la membrana DNeasy, pH
inferiores a 9 pueden reducir los rendimientos. y finalmente tampén AE. La
composicion de los tampones AP1 y AW es desconocida debido a que son
productos patentados y es dificil determinar el mecanismo de accién dentro
de la célula para la extraccion. Este procedimiento prescinde del uso de
reactivos altamente contaminantes como el fenol, factor que hoy en dia es
importante a nivel medio ambiental por el manejo y control de las sustancias

toxicas.

A pesar de que el kit no era especifico para levaduras se consiguio

una extraccion de ADN con una concentracion que permitié la amplificacion
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por PCR. Las levaduras son hongos levaduriformes, son unicelulares y
tienen una estructura menos compleja que los hongos filamentosos sin
embargo tienen en comun la pared celular compuesta de quitina, este kit se
ha desarrollado y disefiado para el rompimiento de paredes y membranas
con mayor resistencia y complejidad como las de hongos y membranas
celuliticas de las plantas, esta puede ser la causa de que al aplicarla en
eucariotas el kit sea igualmente efectivo. A pesar de haber conseguido una
extraccion favorable cabe destacar que en practica la toma de muestra en
relacion con los mohos es mas dificil porlaforma macroscépica implicando
mayores tiempos de incubacion para obtener mas muestra y un mayor gasto
de sustancia congelante como el nitrégeno liquido, este Ultimo se debe a la

rapida rehidratacion observada durante el proceso de macerado.

Una medida directa de la calidad de un ADN es su grado de integridad.
La presencia de un ADN muy degradado indica que la muestra ha sido
sometida a un procesado muy intenso, que se ha almacenado durante
demasiado tiempo y/o en malas condiciones, o que el protocolo de
extraccidon utilizado resulta excesivamente destructivo. En cualquier caso,
cuanto mayor sea la fragmentacion del ADN de una muestra, menor es el
namero de copias intactas de un gen que se encuentran presentes y, por

tanto, resulta mas dificil la amplificacion del mismo por PCR

Una variable critica en la PCR es el disefio de los primers, no
solamente influye que tengan una secuencia capaz de hibridar
especificamente con la secuencia de ADN a amplificar, evitando que lo haga

en lugares inespecificos, consigo mismo o con el otro primer, sino también el
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contenido en G+C del oligonucledtido. La especificidad de amplificacion se
consigue mediante un diseiilo adecuado de los primers. En este trabajo
parala amplificacion por PCR se selecciond la region 26S que al igual que el
18S son regiones muy empleadas por mantenerse fuera del alcance de
mutaciones y por tanto ser mas estable(Kurtzman, 1998). La amplificacion
se realizo mediante los primers NL1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAC-3) y NL4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') en la region variable (D1/D2) del extremo
5" del gen de la subunidad mayor del rDNA (LSU). El LSU es parte del
complejo de genes del rDNA y esta constituido por secuencias repetidas en
tandem, organizandose en grupos los genes ribosomales en el genoma
nuclear. Los genes ribosomales son altamenteconservados, aunque
actualmente se sabe que estdn compuestos de una mezcla de regiones
conservadas y divergentes, éstas Ultimas han sido denominadas como
“regiones divergentes -D” y tienen una orientacion que va de 5" a 3’ del rRNA
maduro (Sonnenberg, 2007). Esta regidén ha sido secuenciada en la mayoria
de ascomicetos y es comun a todas las especies de levaduras, permitiendo
un reconocimiento intraespecifico entre ellas, por ser una region altamente
variable ayuda a una mejor identificacion de las especies. En el caso de
especies fuertemente relacionadas ademas es recomendable el
secuenciamiento de la region del espacio intergénico (ITS) (Hall et al.,

2003).

Respecto a los protocolos aplicados en cuanto a la variacion de las
condiciones de temperatura y tiempo no se encuentran diferencias

notables.En la fase inicial los dos protocolos emplean iguales condiciones
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95°C por 5 minutos; sin embargo en la cantidad de ciclos para la
desnaturalizacion, anillamiento y extension existe una diferencia de cinco
ciclos mas en (Senses-Ergul et al, 2006) de los planteados en (Cocolin et al,
2002) estas variaciones dependen de la proporcion G+C que tenga la hebra
como también del largo de la misma. En ambos casos la desnaturalizacion
se realiza a una temperatura de 95°C peroel tiempo varia de 60 segundos
sugeridos por (Cocolin et al, 2002) a la mitad empleado en (Senses-Ergul et
al, 2006), en la fase de anillamiento las diferencias se encuentran en
temperatura y tiempo siendo menor y méas prolongado en (Cocolin et al,
2002) el primer se une a su secuencia complementaria en el ADN molde,
por ello es necesario bajar la temperatura a 40-68°C durante 20-40
segundos, segun sea el caso permitiendo asi el anillamiento. Los puentes de
hidrégeno estables entre las cadenas de ADN (unibn ADN-ADN) soélo se
forman cuando la secuencia del primer es muy similar a la secuencia del
ADN molde. La polimerasa une el hibrido de la cadena molde y el primer, y
empieza a sintetizar ADN. Los primers actuaran como limites de la region de
la molécula que va a ser amplificada. Laextensién se realiza en ambos
casos a 72°C por 120 segundos y se termina con 1 ciclo de extension final a

72°C por 7 min igualmente.

Por medio de la PCR se demuestra que el ADN tiene buena
pureza,pues al probar con tres concentraciones diferentes hay amplificacion
y no hubo interferencia en la reaccion, debiéndose posiblemente al empleo
de RNAsa y como la casa fabricante asegura debido a las filtraciones en las

membranas por las columnas.
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La visualizacion del ADNextraido y amplificado se realiz6 por medio de la
técnica de electroforesis. Para la visualizacion se emple¢ el tinte GR Safe.
Este colorantes fluorescente, permite evaluar su integridad y estimar su
concentracion mediante un andlisis comparativo con marcadores de
concentracion conocida. Este colorante actia mediante insercion entre las
pares de bases que conforman el &cido nucleico. Aunque el bromuro de
etidio es ampliamente utilizado para la visualizacién de ADN y ARN, es un
reactivo altamente toxico, con propiedades mutagénicas, por lo que debe ser
manejado con extremo cuidado en el laboratorio, por esta razon se
utilizacomo alternativa el GR Safe desarrollado especificamente para reducir

los riesgos potenciales de mutagénesis.

Por medio de la electroforesis se puede evaluar la integridad del ADN
extraido, cuanto mayor es la integridad, mayor es el tamafio de la banda que
se observa y mas definida se encuentra en el gel. Bandas de tamafio
molecular pequefio y difuminadas en el gel indican, sin embargo, un alto

grado de degradacion en el ADN (Maniatis y col., 1982).
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CONCLUSIONES

Al realizar extracciones con el kit Qiagen se obtuvieron

concentraciones de ADN del orden de 5,5 a 33,4ng/ul

Al analizar la sensibilidad de la PCR amplificando con diferentes
concentraciones de 1,5ul, 2,0ul y 2,5ul se puede concluir que es buena vy
ademas se confirm6é con posteriores pruebas empleando la menor

concentracion de 1,5ul obteniendo amplificaciones sin interferencias.

Indiferentemente de las condiciones de tiempo, temperatura y
cantidad de ciclos en las fases de desnaturalizaciéon y anillamiento aplicadas
en la reaccion en cadena de la polimerasa siguiendo los protocolos

seleccionados se logré amplificar el segmento S26 en todas las muestras.

La variabilidad presentada por las diferentes migraciones en gel de
agarosa por electroforesis de la PCR con la aplicacion de primers NL1 y NL4

se debe a la zona ITS2

Por medio del analisis electroforético se verifico la generacion del

fragmento S26 del dominio D1/D2 a diferentes concentraciones.

Se ha puesto a punto los procedimientos que conllevan a la
caracterizacion molecular de las levaduras del queso Paipa producido en

Boyaca y Cundinamarca.
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RECOMENDACIONES

Para las extracciones de ADN aplicando kits que requieran grandes
cantidades de muestra, debido a las caracteristicas morfologicas de las
levaduras, se deben procurar los medios para su correcta obtencion,
manipulacion y mantenimiento durante la maceracion y pulverizacion. Asi
mismo tener reservas de liquido congelante para evitar problemas de tiempo

y envejecimiento de las cepas.

Para cuantificar los rendimientos, tratar de estandarizar la cantidad de
levadura empleada en cada extraccion por métodos de diferencia de peso o

el que sea mas efectivo.

Se recomienda verificar el método de extraccion (Ralser, 2009)

empleando etanol hielo-seco.

Adecuar un espacio especifico para la realizacion de métodos
electroforéticos en el laboratorio de biotecnologia de la Universidad de La
Salle, debido a la mutagenicidad de los materiales empleados, ademas de la
aplicaciéon de la normativa de seguridad biolégica para el manejo de estos

materiales.

Caracterizar molecularmente las levaduras del queso Paipa siguiendo

la estandarizacién en este trabajo realizada.
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ANEXO 1.FICHAS TECNICAS

INCUBADORA
MICROBIOLOGICA BD

Fuente: La autora

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Funcién Mantener condiciones de incubacion
Marca BINDER

Modelo 03 - 52327 UL

Serial BD 53

Dimensiones (cm) 63.4 an x 61.7 al x 57.5 prof
Volumen interno 53L

Peso 71kg

Requisitos eléctricos 230V (+/- 10%) 50 — 60 Hz.
Potencia nominal W 400

Temperatura del equipo

5°C por encima de la temperatura
ambiente hasta 99.9°C

Sensor de T°

PT 100

Fluctuacién de la temperatura

A37°C:0.5-a50°C: 1.1

Comunicacion de software

Interfase RS 422

Carga por bandeja (kg) 15
Bandejas cromadas 2

Carga total maximima (kg) 40
Ambiente de uso Bajo techo

Sensor de temperatura externo

Puerto de medicion @ 10cm

Ventilacion

Posterior ajustable con corredera frontal

Instalacion

Categoria ll

Polucién

Grado 2

Accesorios
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AUTOCLAVE TIPO OLLA

Fuente: La autora

ESPECIFICACIONES TECNICAS
Funcion Esterilizacion por calor humedo
Marca ALL AMERIC
Modelo 25X
Serial WI 54220
Dimensiones (cm) 45 al x 48 an x 115 diam
Capacidad 25L
Consumo 1.100W
Temperatura de esterilizacion | 115°C — 121°C
Ambiente de uso Bajo techo
Humedad relativa maxima 50 — 80%
Material de construccién Acero inoxidable
Requisitos hidraulicos 2L

Advertencias y seguridad

Valvula de presién de seguridad, presiéon
excesiva

Accesorios

Canastilla de acero inoxidable
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BALANZA ANALITICA

Fuente: La autora

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Funcion Determinacion de masa
Marca CHAUS

Modelo AP 110 S

Serial PO 7991

Dimensiones (cm) 19.5 an x 31 al x 44 prof
Capacidad 110g

Unidades de pesada g, onz, ct, %peso
Legibilidad 0.1g

Repetibilidad (dev, Std) (mg) 0.1

Sensibilidad (10 — 30°C) +/- 2 ppm/°C

Rango de tara Cpacidad por sustraccion
Linealidad (mg) +/- 2

Requerimientos eléctricos

100, 120, 220, 240V ac, 50/60Hz

Amperaje nominal

05A

Tiempo estabilizacion

4 seq

Temperatura de operacion

10 —40°C

Calibracion

Motorizado interno y manual externo

Peso (kg)

10.2

Ambiente de uso

Bajo techo
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BANO DE AGUA

Fuente: La autora

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Funcion Incubacioén con bafio de agua
Marca MEMMERT

Modelo WB/OB7

Serial DIN 12877 — K1
Dimensiones (cm) 46.5 an x 24 al x 135.5 prof
Volumen interno 7L

Peso 71kg

Requisitos eléctricos

230V (+/- 10%) 50 — 60 Hz. 1.200W

Suministro de poder

5.2A

Temperatura del equipo

10 - 95°C. Con adicién de aceite hasta
100°C

Fluctuacién de Temperatura +/- 0.5°C
Exactitud de temperatura 1°C

Rango de T° ambiente 5—-40°C
Ambiente de uso Bajo techo
Bandejas cromadas 2

Carga total maximima (kg) 40

Ambiente de uso Bajo techo
Material de contruccién Acero inoxidable
Requisitos hidraulicos 7L

Advertencias y seguridad Valvula de sobrecalentamineto
Polucion Grado 2
Intalacién Categoria ll
Accesorios Dos gradillas
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pH-METRO

Fuente: La autora

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Funcién Medicién de pH, Oxigeno disuelto y
conductividad

Marca ORION

Modelo 3STAR ™

Serial 012405

Dimensiones (cm) 9.4 al x 17 an x 22.4 prof

Temperatura de operacién 4 —45°C

Temperatura de almacenamiento | -20 — 60°C

Humedad relativa de operacion 5 - 85%

Altura de operacién Hasta 2.000m.s.n.m

Peso del aparato 0.91kg

Potencia absorbida 25W

Voltaje 230V, 50/60Hz; 115V, 60Hz, 1 A

Rango de Velocidad 0 — 1250rpm

pH rango -2.000 — 19.999

pH resolucién 0.1/0.01/0.001

pH presicién relativa +/- 0.002

ORP Rango mV/RmV/Eh +/- 1.999.9

ORP Presicion relativa

+/- 0.2mV 0 0.5% el que sea mayor

ORP Resolucién

+/- 0.1

ISE Rango de concentracion

0.0a19.999.0

ISE Unidades

M. mg/L, %, ppb, ninguna.

ISE Resolucion

1, 2 o 3 digitos significativos

ISE Presicion relativa

+/- 0.2 mV 0 0.5%, el que sea mayor

ISE mV/RmV

+/-1.999.9

OD Concentracion

0.000 a 90.000mg/L

OD Presicion relativa 0.2mg/L
OD % de saturacién 0.0 a 600
OD factor de salinidad 0 a 45 ppt

OD Presiéon barométrica

450 — 850 mm Hg
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NEVERA

Fuente: La autora

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Funcién Mantener condiciones de refrigeracion o
congelacién

Marca Whirlpool

Modelo WRT 18YZNQ

Serial VSW2606938

Dimensiones 75 an x 108 al x 80 prof

Capacidad 548L

Tencioén nominal 127V

Corriente nominal 6.0A

Fusibles 15-20A

Frecuencia 60Hz

Consumo 1.100W

Ambiente de uso Bajo techo

Accesorios Canastilla en plastico
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EQUIPO PARA
ELECTROFORESIS

Fuente: La autora

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Funcién
Céamara

Fuente

Transiluminador

Permite la separacion de moléculas de
acuerdo a su paso molecular a través
de geles de poliacrilamida.

Proveer de energia eléctrica a la
camara. Permite regular voltaje,
amperaje y tiempo.

Permite visualizar bandas en el gel.

Marca BIO-RAD

Modelo Wide Mimi-Sub Cell GT

Consumo 45 Watts

Requerimientos eléctricos 150 VDC

Rango temperatura maxima buffer | 4 — 40°C

Dimensiones camara (cm) 26 x 20 x 75

VVolumen para Buffer 650 — 900ml|

Medidas base para gel (cm) 15x 7

Medidas de la bandeja (cm) 15 x 10

Material de la bandeja Plastico acrilico transparente — UV
(UVTP)

Dimiensiones filtro transiluminador

28 x 30 x 15cm

Voltaje fuente de poder

10 — 300 voltios ajustable

Consumo fuente

75 Watts, 4 — 400 mA ajustable

Capacidad Para cuatro geles conectados en
paralelo
Dimensiones fuente (cm) 23x22x12
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MICROCENTRIFUGA

Fuente: La autora

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Funcion Separacion por fuerza centrifuga
Marca Thermo Scientific

Modelo Heraeus

Serial 41067313

Dimensiones (mm) 315 al x 380 an x 475 prof

Peso con rotor 40kg

Voltaje y frecuencia 120v /60 Hz

Amperaje nominal 45 A

Consumo 310W

Revoluciones por minuto

300 a 15.000 con el rotor de eppendorf
300 a 8.000 con el rotor de tubos

Tiempo de operacion

1 minuto a 9h, 59 minutos

Temperatura de operacion

2°Cad40°C

Condiciones ambientales

Para uso bajo techo
Altura méaxima: 2.000m.s.n.m
Humedad: 80% a 31°C

Accesorios

Rotor para eppendorf

Angulo fijo 45°, 24 X 2ml

Autoclave (121°C, T ilimitado)

Radio 7.3cm

Tapa ajustable reductora de aerosoles

Velocidad maxima 15.000rpm

Adaptadores eppendorft

Veinticuatro (24) para vol. de 0.6ml

TERMOCICLADOR
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Fuente: La autora

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Funcion Permite  realizar los ciclos de
temperaturas necesarios para una
reaccion en cadena de la polimerasa o
de amplificacion de ADN, entre otras.

Marca BIO — RAD

Modelo MyCycler™

Serial 170 - 9703

Temperatura de operacion 18 — 28°C

Temperatura ambiente -20 — 60°C

Especificaciones eléctricas

10 A/100-120 V 0 5 A/220-240 V

Dimensiones (cm)

20.5 an x 23.6 al x 44.3 Prof.

Peso

10kg

Cpacidad de la muestra/ Tamafio
de la muestra

96 celdas/ 0.2 ml cada una

Blogues de Temperatura

Rango

4 °Cal00°C

Velocidad del ciclo

Con la muestra de 20 pl en un tubo de
0,2 ml, después de entrado en calor, al
montar el ciclo entre 50 ° Cy 95 ° C,
por lo menos 2,5° C /s de velocidad
maxima de calentamientoy 1,5° C/
seg velocidad de enfriamiento maximo.

Enfriamiento

Menos de 3 minutos para enfriar de 40 °
Ca4°C

Precision

+ 0,5 ° C a NIST estandar después de
30 segundos a 90 ° C en modo de
bloque

Gradiente de temperatura

Rango de entrada de gradiente 1-25°C
Rango de gradiente funcional 5-25°C
Temperatura minima de gradiente | 30°C
Temperatura maxima de gradiente | 99°C
Presicion de gradiente +/- 0.5
Uniformidad de gradiente +/- 0.5
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AGITADOR VORTEX

Fuente: La autora

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Funcion Mezclar por vivbracion cilcular
Marca HEIDOLPH

Modelo RELAX Control

Serie 0903C2491
Dimensiones (mm) 134 Lx105AXx172P
Frecuencia de sacudida 0 — 25.000 /min

Tipo de movimiento Vibracion circular
Orbita 5 mm

Interruptor DSiscontinuo — continuo
Potencia absorvida 51 W

Categoria de proteccion IP 22

Servicio continuo admisible 100%

Indicador de revoluciones

Escala de velocidad de rotacion

Exactitud de regulacion

+/- 2%

Temperatura ambiente

Entre 5y 40°C al 85% de humedad

Peso del aparato

2.8kg

Guardamotor

El motor se para despues de una
sobrecarga prolongada. Se pone en
marcha de nuevoautomaticamente.

Voltaje - frecuencia

230V/50Hz

Indicador de revoluciones

Escala de velocidad de rotacion

Accesorios

Disco de alojamiento pequefio
Chasis de sujecion
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CABINA DE BIOSEGURIDAD

Fuente: La autora

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Funcion Barrera de bioproteccion
Marca ESCO

Modelo AC2 —4E2

Serie 2008 — 321202

Dimensiones (cm)

134 an x 136 al x 76.2 prof

Dimensiones zona de trabajo
(cm)

134 an x 670 al x 76.2 prof

Altura maxima Hasta 2000m
Humedad relativa maxima 20% a 60%
Temperatura operativa 20 — 30°C

Temperatura ambiente

Entre 0 y 40°C AL 80% de humedad

Consumo eléctrico

110 — 130V /400W

Fluctuaciones de voltaje

No usar mas de +/-10%. Recomendable
usar UPS.

Polucion Grado 2
Intalacion Categoria ll
Flujo de aire recirculado 70%, 740cm/h
Peso del aparato 290kg

Flujo de aire expulsado

30%, 375cm/h

Velocidad del flujo de aire

Setpoin inicial: 0.45 m/s

Tipo de filtro

ULPA (Ultra baja penetracién de aire)

Eficiencia del filtro

Tipico 99.9999% con 0.3um y 0.12um

76




Estandarizacién de los procedimientos que conlleve a caracterizar molecularmente las levaduras nativas del queso Paipa
producido en Boyaca y Cundinamarca

1 de enero de 2011

ANEXO 2. ESQUEMA DE LA METODOLOGIA PARA LA
EXTRACCION DE ADN CON LA ADAPTACION DEL
PROTOCOLO: QUICK AND EASY ISOLATION OF GENOMIC
DNA FROM YEAST (RALSER, 2009).

1,5 ml
Incubar

Centrifugar
~5min/20000g

2min/ hielo en
ambiente a -
20°C

Agitar 30s 1min en bafio
de agua a 95°C

—?T Sy -—

/ etanol 100%

antrifugar 5min/-20°C Centrifugar
3min/20000g 5m|n/200009

Pellet +]—
500yl Etanol 70% D

X V
-] - —B

Resuspender  Pellet, secar 12h a
con 25pl agua T2 ambiente
estéril

Centrifugar
Almacenar 5min/20000g

(-20°C)
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ANEXO 3. ESQUEMA DE LA METODOLOGIA PARA LA
EXTRACCION DE ADN CON LA ADAPTACION DEL
PROTOCOLO: DNEASY PLANT MINI KIT FOR MINIPREP
PURIFICATION OF TOTAL CELULAR DNA FROM PLANT
CELLS AND TISSUES, OR FUNGI (QIAGEN, 2006).

65°C/10min

‘ 400ul AP1 +

l.“.“”LRNiaJ-
QIAGEN

{ 130uaP2 )
PO TP

QIAGEN

Centrifugar ’ (\ySobrenadante Centrifugar
2min/20000 N . | 5min/20000
450ul o 'g i
-www i

Columna
QIlAshredder mini
650ul de &
la mezcla Centrifugar Centrifugar
1min/600 1min/6000
e aer | 500ul AW
500ul AW -
=) "L----A gseoee
- QIAGEN

Columna DNeasy
mini spin

675ul AF‘;—

' - 50ul AE / -
B™= @ o.i“wm.s.u«

Centrifugar Centrifugar
1min/6000g 2min/20000g
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Resumen

La problematica en la fabricacion de
queso Paipa en los departamentos
de Boyacd y Cundinamarca se
deben principalmente al empleo de
leche cruda como principal materia
prima y a la carencia de medidas
higiénicas durante el proceso. Para
aumentar la calidad microbiologica
se plantea realizar un cultivo
estarter que permita la
pasteurizacion de la leche, siendo
necesario realizar la identificacion
de la microbiota presente y conocer
el rol que desempefia en las
caracteristicas fisicas y quimicas del
producto. En este trabajo se
estandarizo los procedimientos
previos a la caracterizacion
molecular. Se emplearon 17
muestras de cepas aisladas de los
diferentes estados de maduracién y
produccion. La extraccion de ADN
se realizo por medio de la
adaptaciéon del DNeasy Plant Kit de
QIAGEN.

Amplificando los segmentos por

la  casa comercial

Estandarizacion de los procedimientos que conlleve a
caracterizar molecularmente las levaduras nativas del

gueso Paipa producido en Boyacay Cundinamarca.

Lozano Alfaro, Diana., Lopez Molinello, Alfredo.

PCR de la region 26S del ADN
ribosomal, especificamente del
dominio D1/D2 de las levaduras
aisladas, empleando primers NL1 y
NL4 reportados en el articulo Yeast
diversity in hypersaline habitats
(Butinar et al. 2005) enfrentando
condiciones como volumenes de
mezcla y variables de tiempo y
temperatura en el termociclador
propuestas en An application of
PCR-DGGE analysis to profile the
yeast populations in raw milk
(Cocolin et al., 2002),
Characterization of some vyeasts
isolated from foods by traditional
and molecular tests (Senses-Ergul
et al., 2006); siendo comprobadas
por medio de electroforesis en gel

de agarosa al 1%.

Palabras Clave: Queso Paipa,
ADN, extraccion de ADN, levaduras,

PCR, electroforesis.
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Abstract

The problems in the manufacture of
cheese Paipain the departments
of Boyacdand Cundinamarca are
mainly due to the use of raw milk as
amain raw materialand lack
of hygiene during processing. To
increase the microbiological
quality plans to carry
out a starter culture that allows
the pasteurization of milk, being
necessary tothe identification of
the microbiota present and know the
role it plays in physical and chemical
characteristics of the product. In this
work we standardized
the procedures prior to molecular
characterization. 17 samples were
used for strains isolated
from different stages of
maturation and production. DNA
extraction was performed using
the DNeasy Plant adaptation of the
commercial kit QIAGEN.

PCR amplified segments of 26S
ribosomal DNA region, specifically
the D1/D2 domain of they east
isolates,

using primers NL1 and NL4 reported
in Yeast

diversity in hypersaline article habita
ts (Butina et al. 2005)dealing

with conditions such as volume and

variable mixing time and
temperature on the thermal
cycler An application of

proposed PCR-DGGE analysis to
profile the yeast in raw milk
Populations (Cocolino et al.,

2002), Characterization of Some
Yeasts isolated from foods by traditi
onal and molecular tests (Senses -
Ergul et al., 2006),
being checked by agarose elelectro

phoresis in 1%.

Key Words: Paipa cheese, DNA,
DNA extraction, vyeast, PCR,
electrophoresis.

Introduccidén

El queso Paipa es el Unico queso
tipico producido en Colombia que
involucra un proceso de maduracion
y su produccion se realiza con leche
cruda siendo este uno de los
principales problemas de
contaminacion, ademas de la
carencia de practicas higiénicas
durante el proceso; por ende su
reducida vida til. Bajo estas
condiciones se pueden producir
problemas para la fabricacion,
distribucion y comercializacion del
producto, debido a que no cumple

los limites microbioldgicos



establecidos por normativa,
conduciendo a pérdidas econémicas
y con el tiempo posiblemente la
desaparicion de este queso tipico.
La microbiota natural presente en la
leche y en el queso tiene efectos
directos en el sabor, aroma y textura
a través del tiempo, asi como el
proceso biotecnolégico tradicional
con el cual se elabora. La diversidad
de esta microbiota en el ambiente
de fabricacion en gran medida no ha
sido caracterizada y su influencia
positiva y negativa debido a este
hecho aun no es especifica. Se
plantea como solucion a este
problema aislar los
microorganismos que intervienen en
los procesos de fabricacion vy
maduracién del queso, pasteurizar
la leche y adicionarlos
posteriormente para obtener un
producto con las mismas
caracteristicas organolépticas
originales y una calidad
microbiolégica aceptable, siendo
necesario realizar la identificacion
de la microbiota presente y conocer
el rol que desempeiia en las
caracteristicas fisicas, quimicas y
organolépticas del producto.
Actualmente se han aislado vy
caracterizado bacterias lacticas por

(Hernandez, 2008), también se han

aislado e identificado

preliminarmente hongos
filamentosos y levaduriformes por
(Lépez y Cardenas, 2010). La
caracterizacion molecular permite
identificar las levaduras con gran
exactitud pero para llevar a cabo
esta identificacion se deben realizar
previamente una seria de técnicas.
En este trabajo se estandarizaron
procedimientos tales como el
aislamiento de cepas del producto,
conservacion de las mismas,
extraccion de ADN comparando
protocolos propuestos tales como el
empleado en el articulo cientifico
Quick and Easy Isolation of genomic
DNA from yeast (Ralser, 2009)
frente al protocolo de uso del
DNeasy Plant Kit de la casa
comercial QIAGEN, (2006). Se
realiz6 la amplificacion de los
segmentos por PCR de la region
26S del ADN

especificamente del dominio D1/D2

ribosomal,

de las levaduras aisladas,
empleando primers NL1 y NL4
reportados en el articulo Yeast
diversity in hypersaline habitats
(Butinar et al. 2005) enfrentando
condiciones como volumenes de
mezcla y variables de tiempo y
temperatura en el termociclador

propuestas en “An application of



PCR-DGGE analysis to profile the
yeast populationsin
(Cocolina et al. 2001),

Characterization of some yeasts

raw  milk”

isolated from foods by traditional
and molecular tests (Senses-Ergul
et al 2006),

medio de electroforesis en gel de

comprobadas por

agarosa al 1%.

Materiales y métodos

Obtencion del cultivo axenico

El estudio se realizé utilizando 17
cepas de levaduras, aisladas de la
leche y de los diferentes tiempos de
maduracion del queso Paipa en los
departamentos de Boyacd vy
Cundinamarca por (Molinello vy
Céardenas, 2010) aisladas vy
conservadas en agua estéril a
temperatura de refrigeracion 4°C,
estas se sembraron por
agotamiento en placas de Petri en
agar CGA (Clorofenicol-glucosa) y
se incubaron por un periodo de 48-

72 horas a temperatura de 28°C.

Extraccion de ADN gendmico

Se aplicaron dos métodos para la
extraccion de DNA gendmico en el
primero se cultivaron las levaduras

en medio liquido Saboraud y se

utilizé el protocolo para levaduras
Quick and easy isolation of genomic
DNA from yeast (Ralser, 2009). Este
protocolo se basa en una lisis
celular quimica y fisica mediante un
buffer de lisis y un choque térmico,
con precipitacion con etanol.
Brevemente, se adicionaron 200yl
de buffer de lisis Harju, choque
térmico sumergiendo los tubos en
hielo en un ambiente a -20°C por 2
minutos e inmediatamente después
en un bafio de agua a 95°C por 1
minuto, se repiti6 la operacion,
agitacio por 30 segundos. Adicion
de 200 pl de cloroformo y agitacion
por 2 minutos, centrifugacion por 3
minutos a temperatura ambiente a
20000g. La fase acuosa junto con
400ul de etanol absoluto helado
mezclando por inversion. Durante 5
minutos se incubo a -20°C.
Posteriormente se centrifugo 5
minutos a temperatura ambiente a
20000g. El
desecho con una pipeta Pasteur y el

sobrenadante se

pellet fue lavado con 0,5ml de
etanol al 70%. Se centrifugo durante
5 minutos a temperatura ambiente a
20000g y se retir6 el sobrenadante
el pellet se dejo secar a temperatura
ambiente durante aproximadamente
12h. Finalmente el extracto fue
resuspendido en 25ul de agua



destilada estéril y se almaceno a -
20°C. El segundo protocolo aplicado
fue un kit comercial DNeasy Plant
Mini Kit For miniprep purification of
total celular DNA from plant cells
and tissues, or fungi de la casa
Qiagen (2006). Este protocolo se
basa en una lisis celular mediante
enzimas y buffer de lisis, ademas de
emplear membranas para la
extraccion y la purificacion del ADN.
Brevemente, en una placa de Petri
estéril se colocaron colonias hasta
obtener una cantidad suficiente para
congelarlas y secarlas con nitrégeno
liquido, maceracion hasta obtener
polvo, adicion de 400 ul del tampdn
de lisis AP1 y 4 ul de ARNasa A
(100mg/ml) y se incubé 10 minutos
a 65°C. Adicion de 130 pl del
tampon AP2 de precipitacion,
mezcla e incubacién por 5 minutos
en hielo en ambiente a -20°C. Se
centrifugd a 20000g durante 5
minutos 'y  se pipeted el
sobrenadante a la columna QIA
Shredder mini spin, se centrifugo 2
minutos a 20000g. Se recogieron
450 ul, a los cuales se anadio 1.5
volumenes del buffer AP3 (675 pl).
Se pipeted en la columna Dneasy
mini spin y se centrifugd a 6000g
por 1 minuto. Se descarta la

fraccion que atraviesa la columna y

se anaden 500 ul del buffer AW
centrifugandose  6000g por 1
minuto. Se afiadid a la columna
otros 500ul del buffer AW y se
20000g

minutos. Una vez centrifugado se

centrifugo durante 2
cambio la columna a un tubo nuevo
de 2 ml y se anadieron 100 pl del
buffer AE, incubandose 5 minutos a
temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugd 1
minuto a 6000g. El extracto se

almaceno a -20°C.

Iniciadores y condiciones PCR

Las secuencias de los
iniciadores para amplificar la regién
D1/D2 fueron: NL1 (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAA
C-3) y NL4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3).
Para amplificar la secuencia D1/D2
usamos las siguientes condiciones
de PCR: (Cocolin et al, 2002) 95°C
por 5 min; 30 ciclos a 95°C por 60 s,
56°C por 90 sy 72°C por 120 s, 1
ciclo 72°C por 7 min; por otra parte
(Senses-Ergul et al, 2006) 95°C por
5 min; 35 ciclos a 95°C por 30 s, 60
°C por 30 sy 72 °C por 2 min
finalizando conl ciclo a 72 °C por 7
min. El tamafio del amplificado
esperado fue de 600 bp.



Electroforesis de DNA en geles de

agarosa

Para visualizar el DNA
cromosomal o productos de PCR
utiizamos geles de agarosa
ultrapura (Merk®©) al 1% en
amortiguador TAE 0,5X (20 mM
Tris-acetato pH 8,0; 0,5 mM EDTA).
Las muestras de DNA se mezclaron
con soluciébn de carga. Como
marcadores de estandares de peso
molecular se utilizé (Oxygen). La
tincion se realizo durante 25 min en
una solucion de TAE 0,5X con
syber. Las bandas se visualizaron
por la fluorescencia emitida al
irradiar con luz ultravioleta de 320

nm.

Resultados

Se evaluaron 17 aislados
puros de levaduras obtenidas a
partir de leche y queso Paipa en los
departamentos de Boyaca vy
Cundinamarca, para la
estandarizacion de los procesos que
conlleven a la caracterizacion

molecular de las mismas.

Para estandarizar la

extraccion de ADN se seleccionaron

previamente dos protocolos (Ralser,
2009) y el protocolo de DNeasy
Plant Kit de la casa comercial
QIAGEN, por ser de facil aplicacion
y reproducibles, para calificar la
mayor concentracion y pureza y se
escogieron  aleatoriamente  tres
levaduras para aplicar estos
protocolos, especificamente L3, L4
y LR3 de las 17 aisladas por (Lopez

y Céardenas, 2010).

Los resultados obtenidos con
el protocolo de (Ralser, 2009) no
fueron los esperados pues tras
varios ensayos no se consiguio
extraer  ADN gendmico, la
extraccibn se comprob6 en todos
los ensayos mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% como se
observa en la fotografia 2, donde se
confirma la no presencia de ADN en

ninguna de las muestras.

Fotografia 2. Electroforesis en gel
de agarosa 1% de la extraccion de
ADN de levaduras de queso Paipa

sin resultados.




En la extraccion con el
protocolo DNeasy Plant mini kit
(Qiagen, 2006) se logr6 obtener
ADN gendémico en diversas
concentraciones como se puede
observar en la fotografia 3, ademas
se verifico por la cuantificacion
espectrofotométrica cuyos valores

se presentan en la tabla 1.

Fotografia 3. Analisis
electroforético en gel de agarosa al
1% de Ila integridad del ADN

extraido de las muestras L3, L4 y

LR3 aplicando el protocolo
(Quiagen, 2006).
Tabla 1. Tabla de |las

concentraciones obtenidas de ADN
en ng/ul de la extraccion con el
protocolo DNeasy Plant mini kit
(Qiagen, 2006) en las levaduras L3,
LR3 y L4 cuantificadas por
NanoDrop 2000c.

Muestr | Concentracion ADN (ng/ul)
a
L4 154
LR3 21,6
L3 14

Una vez obtenido el ADN se
realizaron ensayos de PCR
amplificando el segmento 26S del
ADN ribosomal especificamente del
dominio D1/D2 utilizando los primer
NL1 y NL4 reportados por (Butinar
2005)y

concentracion de las muestras y las

et al, variando la

condiciones de tiempo y
temperatura en el termociclador
segun (Cocolin et al.,, 2002) y
(Senses-Ergul et al., 2006). Para
analizar la eficacia de la PCR se
realizd6 el ensayo con tres
concentraciones diferentes de cada
muestra siendo de 1.5ul, 2ul y 2.5pl.
Una vez amplificado por PCR el
fragmento génico seleccionado y
aplicando las condiciones se analiz6
mediante electroforesis en gel de
agarosa para visualizar las bandas
de ADN obtenidas, estos resultados
se pueden observar en las
fotografias 5 y 6.Utilizando ambos

protocolos se lograron obtener




amplificaciones con un tamafio de
entre 600bp y 700bp.

Fotografia 5. Andlisis
electroforético de los productos de
PCR en concentracién de 1.5ul, 2yl
y 2.5ul de las muestras L3, L4 vy
LR3 con las condiciones propuestas

por (Cocolin et al, 2002) y con

blanco de agua “B”.

Fuente: La autora

Fotografia 6. Andlisis
electroforético de los productos de
PCR en concentracion de 1.5pul, 2yl
y 2.5yl de las muestras L3, L4 y

LR3 con las condiciones propuestas

por (Senses-Ergul et al, 2006)

Fuente: La autora

Ya realizada la amplificacion
se aplico el protocolo de (Cocolin et
al, 2002) con la metodologia
seguida en las 14 levaduras
restantes, obteniendo pares de
bases entre 600-700 como se ilustra
en la fotografia 7.

Fotografia 7. Andlisis
electroforético de los productos de

PCR en 14 levaduras con las

condiciones propuestas por (Cocolin
et al, 2002),

Analisis de resultados

La extraccion de ADN es una
de las etapas cruciales de los
procedimientos analiticos basados
en PCR, ya que la deteccion
depende de la calidad e integridad
del ADN extraido (Garcia-Cafias et
al, 2004). Son varios los factores
gue pueden afectar a la integridad



del ADN durante el proceso de
extraccion como puede = ser,
variaciones del pH y temperatura,
actividades enzimaticas, etc. que
pueden desencadenar en una
escision de los fragmentos del ADN.
Por otro lado, los contaminantes
procedentes del propio proceso de
extraccion  pueden inhibir las
reacciones de PCR (Hughes S. y

Moody A, 2007).

En este trabajo se
seleccionaron dos métodos de
extraccion, el método propuesto por
(Ralser, 2009) ya que es protocolo
especifico para levaduras y el Kit
DNeasy Plant que es utilizado para
la extraccion de ADN de hongos en
general. Para ambos métodos fue
necesario realizar adaptaciones, en
el primero se reemplaz6 el etanol
frio-seco por hielo en un ambiente
a-20°C y en el kit al no ser
especifico para hongos
levaduriformes se vario la cantidad
de muestra analizada para Ila

aplicaciéon del mismo.

El método de Ralser, es un
procedimiento quimico y se basa en
la degradacion de la pared celular
mediante un buffer de lisis y un
choque térmico sin adicion de

enzimas, purificando con

disolventes organicos y fuerza
centrifuga y la precipitacion se
realiza con etanol. Con la extraccion
de ADN siguiendo el protocolo
propuesto por (Ralser, 2009) no se
obtuvieron los resultados esperados
ya que a pesar de las repeticiones
realizadas en el laboratorio no se
consiguié extraer ADN de las
muestras de levaduras. Se presté
especial atencion en la dilucion y
elaboracion de los reactivos
empleados en el método, se
revisaron los tiempos y
temperaturas en todo el
procedimiento y el crecimiento en
medio liquido fue controlado
revisando la presencia de turbidez y
se realizd con cultivos recientes. En
la aplicacion del protocolo debido a
factores de tiempo y dinero se
hicieron modificaciones
especificamente en la fase de
rompimiento de la pared celular
puesto que en el protocolo se
propone emplear etanol-hielo seco
que tiene una  temperatura
aproximada de -78,5°C, al no
disponer de este, se modificd la
metodologia y se reemplazd el
etanol por hielo en un ambiente a -
20°C. La variacion de temperatura
aplicada en el protocolo es de

178°C y aplicando -20°C no es



obtenida con hielo en un ambiente a
-20°C habiendo una diferencia de
50 a 60°C que fue el empleado en
la practica, siendo este gradiente
una posible causa para la no
consecucion de la extraccion. La
extraccion de ADN consta de una
etapa de lisis, que consiste en
romper las estructuras que confinan
el citoplasma y liberar al medio su
contenido y otra de purificacion, que
implica la retirada de la solucién
final de la mayoria de elementos
que pueden interferir en una
posterior aplicacién en PCR, en la
eucariotas el ADN se encuentra en
el ndcleo, las mitocondrias y en los
ribosomas si no se consigue un
rompimiento de sus paredes vy
membranas es imposible extraer el
ADN en estos contenidos, por esta
razén se suelen emplear perlas de
cristal para ejercer un rompimiento
mecanico con ayuda de los buffers
de lisis (Uphadyay, 2010), también
actualmente se estan investigando
aplicaciones de enzimas para
mejorar el rompimiento y obtener
mayores concentraciones y
rendimientos de extraccién (Osorio
et al, 2009).

Con el kit comercial de

Qiagen se logro extraer

concentraciones de ADN del orden
de 5,5 a 33,4ng/ul de manera
practica, ademas de obtener ADN
de alta pureza para las
amplificaciones por PCR. La
facilidad de este método se debe a
los  buffers empleados que
consiguen en la fase inicial
rompimientos de la pared celular,
sumado con el efecto filtrante de las
membranas de las columnas de
resina garantiza la eliminacién
completa de todos los inhibidores de
la PCR y otras reacciones
enzimaticas que tienen un efecto
filtrante permitiendo extraer ADN de
mayor calidad para su posterior
aplicacion en PCR, analisis RAPD,
etc. (Quiala et al.,, 2008; Qiagen,
2006).Ademas el gradiente de
temperatura del nitrogeno liquido a
un bafio de agua a 65°C favorece
este rompimiento facilitando la
penetracibn de los reactivos vy
extracciéon del ADN gendémico. Los
reactivos empleados en la
extraccion fueron en orden de
aplicacion tampon APl y RNasa
(contiene ribonucleasa), tampoén
AP2 (contiene acido acético),
tampon AP3 (contiene clorhidrato de
guanidina), tampon AW (10mM Tris-
Cl, 0,5 mM EDTA, pH 9; este pH es
Optimo para la elucién del ADN en la



membrana DNeasy, pH inferiores a
9 pueden reducir los rendimientos. y
finalmente  tampon  AE. La
composicion de los tampones AP1y
AW es desconocida debido a que
son productos patentados y es dificil
determinar el mecanismo de accion
dentro de la célula para la
extraccion. Este  procedimiento
prescinde del uso de reactivos
altamente contaminantes como el
fenol, factor que hoy en dia es
importante a nivel medio ambiental
por el manejo y control de las

sustancias toxicas.

A pesar de que el kit no era
especifico para levaduras se
consiguié una extraccion de ADN
con una concentracion que permitio
la amplificacion por PCR. Las
levaduras son hongos
levaduriformes, son unicelulares y
tienen una estructura menos
compleja que los hongos
filamentosos sin embargo tienen en
comun la pared celular compuesta
de quitina, este kit se ha
desarrollado y diseflado para el
rompimiento de paredes vy
membranas con mayor resistencia y
complejidad como las de hongos y
membranas celuliticas de las

plantas, esta puede ser la causa de

gue al aplicarla en eucariotas el kit
sea igualmente efectivo. A pesar de
haber conseguido una extraccion
favorable cabe destacar que en
practica la toma de muestra en
relacion con los mohos es mas
dificil por la forma macroscopica
implicando mayores tiempos de
incubacion para obtener mas
muestra y un mayor gasto de
sustancia congelante como el
nitrogeno liquido, este dUltimo se
debe a la rapida rehidratacion
observada durante el proceso de

macerado.

Una medida directa de la calidad
de un ADN es su grado de
integridad. La presencia de un ADN
muy degradado indica que la
muestra ha sido sometida a un
procesado muy intenso, que se ha
almacenado durante demasiado
tiempo y/o en malas condiciones, 0
gque el protocolo de extraccion
utiizado resulta excesivamente
destructivo. En cualquier caso,
cuanto mayor sea la fragmentacion
del ADN de una muestra, menor es
el nUmero de copias intactas de un
gen que se encuentran presentes vy,
por tanto, resulta mas dificil la

amplificacion del mismo por PCR



Una variable critica en la
PCR es el disefio de los primers, no
solamente influye que tengan una
hibridar

especificamente con la secuencia

secuencia capaz de

de ADN a amplificar, evitando que lo
haga en lugares inespecificos,
consigo mismo o con el otro primer,
sino también el contenido en G+C
del oligonucleoétido. La especificidad
de amplificacion se consigue
mediante un disefio adecuado de
los primers. En este trabajo parala
amplificacion por PCR se seleccion6
la region 26S que al igual que el
18S son regiones muy empleadas
por mantenerse fuera del alcance
de mutaciones y por tanto ser mas
estable (Kurtzman, 1998). La

amplificacion se realizé mediante

los primers NL1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAA
C-3) y NL4 (5

GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') en
la region variable (D1/D2) del
extremo 5 del gen de la subunidad
mayor del rDNA (LSU). El LSU es
parte del complejo de genes del
rDNA y estd constituido por
secuencias repetidas en tandem,
organizandose en grupos los genes
ribosomales en el genoma nuclear.
Los genes ribosomales son

altamente conservados, aunque

actualmente se sabe que estan
compuestos de una mezcla de
regiones conservadas y
divergentes, éstas ultimas han sido
denominadas  como “regiones
divergentes -D” y tienen wuna
orientacion que va de 5 a 3’ del
rRNA maduro (Sonnenberg, 2007).
Esta regién ha sido secuenciada en
la mayoria de ascomicetos y es
comun a todas las especies de
levaduras, permitiendo un
reconocimiento intraespecifico entre
ellas, por ser una region altamente
variable ayuda a una mejor
identificacion de las especies. En el
caso de especies fuertemente
relacionadas ademas es
recomendable el secuenciamiento
de la region del espacio intergénico

(ITS) (Hall et al., 2003).

Respecto a los protocolos
aplicados en cuanto a la variacion
de las condiciones de temperatura y
tiempo no se encuentran diferencias
notables. En la fase inicial los dos
protocolos emplean iguales
condiciones 95°C por 5 minutos; sin
embargo en la cantidad de ciclos
para la desnaturalizacion,
anillamiento y extension existe una
diferencia de cinco ciclos mas en

(Senses-Ergul et al, 2006) de los



planteados en (Cocolin et al, 2002)
estas variaciones dependen de la
proporcion G+C que tenga la hebra
como también del largo de la
misma. En ambos casos la
desnaturalizacion se realiza a una
temperatura de 95°C pero el tiempo
varia de 60 segundos sugeridos por
(Cocolin et al, 2002) a la mitad
empleado en (Senses-Ergul et al,
2006), en la fase de anillamiento las
diferencias se encuentran en
temperatura y tiempo siendo menor
y mas prolongado en (Cocolin et al,
2002) el primer se une a su
secuencia complementaria en el
ADN molde, por ello es necesario
bajar la temperatura a 40-68°C
durante 20-40 segundos, segun sea
el caso permitiendo asi el
anillamiento. Los puentes de
hidrbgeno estables entre las
cadenas de ADN (unién ADN-ADN)
sélo se forman cuando la secuencia
del primer es muy similar a la
secuencia del ADN molde. La
polimerasa une el hibrido de la
cadena molde y el primer, y
empieza a sintetizar ADN. Los
primers actuaran como limites de la
region de la molécula que va a ser
amplificada. La extension se realiza
en ambos casos a 72°C por 120

segundos y se termina con 1 ciclo

de extension final a 72°C por 7 min

igualmente.

Por medio de la PCR se
demuestra que el ADN tiene buena
pureza, pues al probar con tres
concentraciones diferentes  hay
amplificacion y no hubo interferencia
en la reaccion, debiéndose
posiblemente al empleo de RNAsa y
como la casa fabricante asegura
debido a las filtraciones en las

membranas por las columnas.

La visualizacion del ADN
extraido y amplificado se realizé por
medio de la  técnica de
electroforesis. Para la visualizacion
se empled el tinte GR Safe. Este
colorantes fluorescente, permite
evaluar su integridad y estimar su
concentracion mediante un analisis
comparativo con marcadores de
concentracion conocida. Este
colorante actla mediante insercion
entre las pares de bases que
conforman el acido nucleico.
Aunque el bromuro de etidio es
ampliamente utilizado para la
visualizacion de ADN y ARN, es un
reactivo altamente tdxico, con
propiedades mutagénicas, por lo
que debe ser manejado con
extremo cuidado en el laboratorio,

por esta razon se utiliza como



alternativa el GR Safe desarrollado
especificamente para reducir los

riesgos potenciales de mutagénesis.

Por medio de la electroforesis se
puede evaluar la integridad del ADN
extraido, cuanto mayor es la
integridad, mayor es el tamafo de la
banda que se observa y mas
definida se encuentra en el gel.
Bandas de tamafio molecular
pequefio y difuminadas en el gel
indican, sin embargo, un alto grado
de degradacion en el ADN (Maniatis
y col., 1982).
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