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Resumen

El auténtico queso Cotija es uno de los pocos quesos mexicanos madurados con mas de
400 afios de historia. Durante todo este tiempo se ha elaborado en las regiones en los
estados de Jalisco y Michoacan en la Sierra JalMich. Se define como un queso madurado,
de leche bronca de bovino, de pasta cruda, acida y prensada, salado, de consistencia firme,

de gran formato y con aroma y sabor pronunciados.

Actualmente el auténtico queso Cotija se elabora por una organizacién social formada por
grupos vecinales de la region nombrada Asociacion Regional de Productores de Queso
Cotija. En Marzo del 2005 el queso Cotija obtuvola Marca Colectiva “Queso Cotija Regién
de Origen”. Esta denominacion dié al Cotija una proteccion oficial y se diferencia de esta
manera en el mercado al auténtico queso Cotija de otros productos industrializados o

similares.

La elaboracion es totalmente artesanal a partir de leche bronca procedente de ganado
bovino alimentado por libre pastoreo, no se lleva a cabo ningun tratamiento térmico y no se
utilizan quimicos ni indculos iniciadores por lo que la fermentacion y la maduracién de este
queso depende de la microbiota nativa de la leche y del ambiente. Una poblacion importante
de la microbiota de muchos quesos madurados es la de las levaduras ya que son muchas

veces clave en la produccion de aromas y sabores en éstos.

En la ultima década se ha visto, a partir del estudio de ecosistemas complejos como lo son
los océanos, las aguas termales, los suelos, los alimentos artesanales fermentados, etc.
utilizando técnicas moleculares independientes de cultivo que solo una pequefia parte de la

poblacion microbiana ha sido identificada.
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Resumen

El propésito de este proyecto fue comparar las posibles diferencias de la poblacion de
levaduras en ocho muestras de auténtico queso Cotija, de por lo menos tres meses de
maduracion, empleando métodos moleculares dependientes e independientes de cultivo.

La identificacién de levaduras presentes en muestras de auténtico queso Cotija se hizo
mediante las técnicas ARDRA y RFLP para el método dependiente de cultivo y mediante
DGGE para el método independiente de cultivo. La técnica de DGGE ha sido utilizada muy a

menudo para el estudio del perfil microbiano de muestras con microambientes complejos.

Los resultados mostraron que el perfil de la poblacion microbiana por DGGE fue mayor que
el mostrado por las técnicas dependientes. Este estudio mostré que la informacion obtenida

por ambos métodos se complementa.

Las levaduras identificadas fueron Candida zeylanoides, Candida parapsilosis y
Kluyveromyces lactis. Estas levaduras poseen actividad actividad lipolitica y/o proteolitica y
se han encontrado en habitats como carnes curadas, ambientes marinos, bebidas

fermentadas, productos lacteos, entre otros.
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Introduccion

1. INTRODUCCION:

En México actualmente se elaboran mas de treinta tipos diferentes de quesos, la mayor
parte artesanales y de difusion local o nacional. Por otro lado la mayoria de los quesos que
se producen se consumen frescos y son pocos los que se consumen maduros, dentro de
estos ultimos estan los quesos Chapingo, Ranchero afejo, Adobera afejo, Queso de sal,
Cotija, etc. (Villegas, 2004)

El auténtico queso Cotija es uno de los pocos quesos mexicanos con mas de 400 afos de
historia. La elaboracion del queso Cotija llegé con los primeros colonizadores a fines del
siglo XVI. Los criadores de ganado se instalaron en lugares periféricos a los centros de
poblacion agricola (Villegas, 2004). Durante todo este tiempo se ha elaborado en las
regiones montafosas entre los estados de Jalisco y Michoacan, en la Sierra de JalMich
(Figura 1, Barajas et al., 2005).

La Sierra de Jalmich es una zona montafiosa ubicada en la cuenca del rio Tepalcatepec,
entre los estados de Michoacan y de Jalisco. Es la cuna y la zona de refugio del auténtico
queso Cotija. Estas regiones debido a su clima templado, altitud y latitud, favorecen, entre
otros aspectos, la maduracion del queso en condiciones particulares.
(http://www.mexicocampoadentro.org/quesos_cotija.php)

El queso Cotija genuino sélo se elabora durante la época de lluvias en los meses de julio a
octubre y en ésta el ganado se alimenta por libre pastoreo en praderas naturales de esa
zona geografica en particular, dando una mayor produccion de leche. Este ganado es bovino
criollo (Bos taurus) principalmente raza Cebu encastado con otras razas de bovino. De
acuerdo con los productores algunas de las mezclas son Cebu con Holstein, Suiza,
Charolais, Limousin, etc. Este ganado criollo se utiliza preponderantemente para la
produccién de carne y tiene una baja produccion de leche que asegura una cantidad de
grasa y proteina de 3.7% y de 3.0% respectivamente. (Barajas et al., 2005)

A principios del siglo XIX se comenzo a transportar el queso Cotija desde los poblados vy

ranchos productores de la sierra JalMich hacia la ciudad Cotija, Mich. para su venta ya que

Posgrado en Ciencias Bioquimicas 1
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éste era, y sigue siendo, el poblado con mayor auge econémico en la zona, por eso el
producto es conocido como queso Cotija. Aunque no esta documentado los habitantes de la
zona testimonian que este queso debia transportarse con mulas o caballos durante 2-3 dias
desde las regiones colindantes de Jalisco, Quitupan, Jilotlan de los Dolores y Sta. Maria del
Oro y de Michoacan, Tocumbo y Los Reyes hacia la ciudad de Cotija. Asi una de las
razones por las que las piezas de queso se dejaban madurar durante 3-4 meses era porque
las condiciones del transporte podrian afectar a la forma original de la pieza de queso, de
esta manera mediante la maduracién por la pérdida del suero intersticial la pieza adquiria
firmeza manteniendo asi el formato original. Otra de las razones esta basada en el hecho de
que a principios del mes de diciembre se celebraba la “Feria del Patrono de Cotija” en esta
misma ciudad, donde los productores llevaban a vender las piezas de queso que se habian
elaborado en la época de lluvias y con el fin de que se conservaran en buen estado se
dejaban madurar durante esos meses. Cabe recalcar que hasta la fecha se sigue
celebrando esta feria en el mes de Diciembre y que los productores todavia llevan a vender

sus productos (Barajas et al., 2005).

Sierra de JALMICH. Region de origen del queso Cotija
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Figura 1: Mapa Sierra JalMich. Regién de origen del queso Cotija (Barajas et al., 2005).
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Introduccion

La tradicién quesera de esta regién se ha conservado practicamente sin cambios en los
cuatro siglos de elaboracion. Esta tradicién cultural actualmente esta sustentada por
aproximadamente 200 familias de productores a quienes corresponde mantener y seguir
transmitiendo esta tradicion de generacion en generacion (Poméon, 2007).

Debido a que la elaboracion de este queso es totalmente artesanal y a que la materia prima
es la leche cruda o bronca, la contaminacién por microorganismos, de la leche y del queso,
puede provenir de diversas fuentes como el ganado, utensilios y materiales con los que se
elabora el queso, personas que lo elaboran, lugar de elaboracion y almacenamiento, etc.
Por ello es imprescindible que la elaboraciéon de este queso sea lo mas higiénica posible
para que no afecte a su calidad sanitaria.

Actualmente el auténtico queso Cotija se elabora por una organizacion social formada por
grupos vecinales de la region y nombrada Asociacion Regional de Productores de Queso
Cotija. En Marzo del 2005 el queso Cotija obtuvo la denominacion de 'Marca Colectiva
“Queso Cotija Region de Origen”. Esta marca es un signo distintivo que sirve para
diferenciar en el mercado los productos o servicios de los miembros de una asociacion, en
los que un producto ha sido elaborado en una region determinada. Se diferencia de esta
manera en el mercado al auténtico queso Cotija de los no auténticos y que son
denominados queso “tipo” Cotija. También representa una proteccion oficial tanto para los
productores, en el que el queso tendra un mayor valor, como para los consumidores como
alimento de calidad. Para cumplir con la garantia de calidad sanitaria y autenticidad de este
queso los productores tienen que elaborar el queso segun las especificaciones establecidas

en las “Reglas de uso de la Marca Colectiva Region de Origen”.

1 Marca Colectiva, que segun la ley mexicana es “aquel signo visible que distingue en el
mercado los productos y servicios de las asociaciones, sociedades de productores,
fabricantes, comerciantes o prestadores de servicios, legalmente constituidas, respecto de
los productos o servicios de terceros”. Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial. LEY DE
LA PROPIEDAD INDUSTRIAL De las Marcas y de los Avisos y Nombres Comerciales.
CAPITULO II. De las Marcas Colectivas (1991)
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Esta Marca colectiva es el comienzo para la obtencién de la 2 Denominacion de Origen, que
daria una mayor proteccion oficial y mantendria las cualidades del producto, con lo que se
aportaria mayores ventajas para los productores y los consumidores.

Las propiedades organolépticas y sensoriales del queso Cotija fueron reconocidas
internacionalmente en Noviembre del 2006 en el concurso "Queso del Afio” celebrado en el
Festival Internacional de Cremona, Italia. El queso Cotija gané entre 500 participantes de

todo el mundo (La Jornada, 2006)

Debido a la elaboracion artesanal de este producto en el que no se lleva a cabo ningun
proceso térmico, no se inoculan cultivos iniciadores ni in6culos de maduracion y la
fermentacion es espontanea, el queso Cotija representa un ambiente complejo, donde las
funciones de la poblacion de microorganismos son clave en las propiedades y
caracteristicas del producto y al mismo tiempo son desconocidas. Por tanto surgio el interés
de conocer cuales son los microorganismos de esta poblacién. En este proyecto se
identificaron las levaduras, que tienen una funcion esencial en la produccion del aroma y
sabor de muchos quesos madurados.

La premisa en la que se basa esta tesis es que el proceso de elaboracion, almacenamiento,
condiciones ambientales, y las diferentes fuentes de inoculacion natural de microorganismos
en esta regién haran que la microbiota de este queso sea exclusiva dandole al queso Cotija

identidad y caracteristicas sensoriales propias.

2 Denominacion de Origen (DO): segun el Arreglo de Lisboa, se trata de “la denominacion
geografica de un pais, una region o de una localidad que sirva para designar un producto
originario del mismo y cuya calidad o caracteristicas se deben exclusiva o esencialmente al
medio geografico, comprendidos los factores naturales y los factores humanos”.
Organizacién Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI). Arreglo de Lisboa relativo a la
Proteccion de las Denominaciones de Origen y su Registro Internacional (1979).

Posgrado en Ciencias Bioquimicas 4
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2. DEFINICION DE QUESO:

De acuerdo con Davis (1965), el queso es el producto resultante de la coagulacién de la
leche de ciertos mamiferos mediante la renina (presente en el cuajo) o enzimas similares, en
presencia de acido lactico producido por microorganismos agregados o propios de la leche,
del cual se elimina una parte de la humedad por el corte de la cuajada, el calentamiento y/o
prensado, y a continuacién el moldeado, prensado, afinado y su conservacién en

condiciones convenientes.

Esta definicion excluye a los “quesos” producidos por via acida exclusivamente, por
ultrafiltracion, y a los fabricados a partir de crema, leche parcialmente descremada, y

aquellos elaborados, previa estandarizacion, con leche en polvo, caseinatos y grasa butirica.

3. ETAPAS GENERALES EN LA ELABORACION DE LOS QUESOS:

Las caracteristicas del queso estan fuertemente influenciada por la composicién de la leche
con la que se va a elaborar el queso, especialmente el contenido de grasa, proteina, calcio
y pH. La leche de vaca fisicoquimicamente es un fluido muy complejo constituido por una
solucion acuosa de lactosa (5%), sales (0.7%) y muchos otros elementos en estado de
disolucién, en donde se encuentran las proteinas (3.2%) en estado de suspension y la
materia grasa (3.3%-4.7%) en estado de emulsion.

Las principales variaciones en el contenido de materia grasa se deben a las caracteristicas
individuales de cada vaca (edad, alimentacién, nimero de ordefias,...). A medida que se va
mezclando la leche procedente de distintos individuos, la composicién de la materia grasa

se va haciendo mas constante (Amiot, 1991; Fox et al., 2000).

Para elaborar queso, la leche puede someterse a diferentes tratamientos como desgrasado
o desnatado, calor, adicion de calcio, de cultivo iniciador, colorantes, blanqueadores y sal,

dependiendo del producto final deseado. En la siguiente figura se muestran los diferentes
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tratamientos durante las etapas de elaboracion del queso que pueden darse dependiendo

del tipo del producto a obtener, algunas de estas etapas son opcionales (*).

‘ Recepcidn de la leche

l Pretratamiento*

- Estandarizacian
- Pasteurizacion

Incorporacion
de aditivos®

Colorantes
CaCl2

Incorporacion de
cultivos lacticos*

|
Cuajado

l

|
|

| Salado |

Moldeado |— Queso Fresco
| Prensado |
——— Queso Maduro

Figura 2. Etapas generales en la elaboracién de los quesos.
La figura muestra las etapas generales de elaboracion en los quesos (Villegas, 2004)
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4. DEFINICION DE QUESO COTIJA:

Es un queso madurado, de leche bronca de bovino, de pasta cruda, acida y prensada, con
un alto contenido en sal, de consistencia firme, dependiendo de la dureza de éste puede
tener una consistencia rallable o rebanable. Esta consistencia esta determinada por la
concentracion de grasa y sal. Por su porcentaje de humedad y debido al proceso de
obtencion, se le considera un queso seco. Tiene un gran formato, normalmente de unos 20
Kg aunque a veces puede llegar a 40 Kg. Tiene forma cilindrica y presenta una corteza

natural con la forma del relieve de la manta con la que fue prensado.

La zona geogréfica de elaboracion esta localizada a una latitud norte 19 ° 30’ norte y
longitud oeste 102 ° 45'. La altitud se ubica entre 700 y 1700 msnm aproximadamente. La
temperatura suele ser de 20-25 °C. La regién se ubica en la sierra entre Jalisco y Michoacan

(JalMich).

La elaboracion se da en los meses de lluvias (Julio-Octubre), en este tiempo el ganado
productor de la leche, criollo o hibrido, se alimenta por libre pastoreo. Se comercializa a
partir de Diciembre. Toda la leche utilizada para la elaboracién debe ser fresca (Villegas,

2004; Barajas et.al., 2005;).

5. ETAPAS DE ELABORACION DEL QUESO COTIJA:

(Barajas et.al., 2005; Garcia, 2006)

En la elaboracion de este queso no se utiliza algun tratamiento térmico, sélo se esterilizan,
con agua hirviendo, los utensilios y material con el que se va a elaborar el queso. También
hay que destacar que no se lleva a cabo ninguna inoculaciéon con microorganismos, es decir

no se inoculan cultivos iniciadores u otro tipo de inéculos. Participa la microbiota tipica del
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ambiente, ya sea de la leche o de las distintas fuentes de inoculacion natural. A continuacién
se muestran las diferentes etapas para la elaboracion del queso Cotija.

5.1 ORDENA
En el mismo dia se debe ordefiar y comenzar con la elaboracion del queso.
La ordefia siempre se hace temprano, de 7 a 10 de la mafiana.
La temperatura de la leche recién ordefiada es de 37-38° C, con un pH de 7.
La persona que se dedique a ordefar las vacas se tiene que lavar bien las manos y debe
limpiar la ubre de la vaca con un trapo limpio antes de la ordefia. Esa misma persona no
debe acarrear el ganado o realizar otras actividades, por lo menos hasta que finalice la
ordena, con el fin de tener la mayor higiene posible.
El lugar de la ordefia debe limpiarse cada dia, una vez que se haya terminado ésta.

5.2 REPOSO
La leche se mantiene en recipientes de acero inoxidable con tapa. Estos tienen que estar
limpios, preferentemente estériles. La leche, conforme se va ordefiando, se va mezclando
en estos recipientes. También se utilizan recipientes de plastico y cazos grandes para
contener la leche.
La mezcla de la leche, de diferentes vacas, obtenida en un mismo dia se hace pasar por
cedazos limpios, previamente esterilizados, para retener cualquier materia extrafia antes de
su utilizacion.

5.3 ADICION DEL CUAJO
Una vez que la leche alcanza la temperatura 6ptima (alrededor 34 °C), se le incorpora el
cuajo animal natural (Cuamex, Cuajo XXX estandarizado Ch. Hansen), enzimas coagulantes
de leche bovina, mezclandolo rapidamente. Se deja reposar la leche con el cuajo de 30 a 45

minutos. La cantidad de cuajo agregada es de aproximadamente 1 mL/10 L de leche.
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Figura 3. Etapa de adicién de cuajo y corte

1.4 CORTE
La consistencia de la cuajada se prueba cruzandola con una cuchara 6 cuchillo y, una vez
alcanzado el punto deseado, se corta con utensilios esterilizados previamente en agua
hirviendo, hasta obtener grumos equivalentes en tamafio aproximado a un grano de maiz.
Dependiendo del productor puede variar el tamafio y las veces que se corte la cuajada.

1.5 DESUERADO
La mezcla del suero y cuajada se deja reposar hasta que la cuajada cortada se asienta (o
decanta) en el fondo del recipiente. Para eliminar el suero, se drena o cuela con ayuda de
una manta limpia, previamente esterilizada en agua hirviendo, ejerciendo un poco de
presion manual

1.6 DESMENUZADO Y AMASADO
La cuajada se separa del suero y se deja escurrir en una artesa que puede ser de madera
apropiada o de acero inoxidable. Posteriormente se amasa o desmenuza de forma manual.

1.7 ADICION DE SAL
Durante el amasado se le incorpora la sal (de 130 g- 150 g por cada 20 litros de leche, la
cantidad varia segun el productor).
Se utiliza sal de mar en grano procedente de Colima obtenida de forma artesanal. La

cantidad de sal es relativa y no se pesa, se cuenta en numero de tazas.
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1.8 MOLDEADO
La masa salada se puede moldear el mismo dia o dejar reposar sobre la artesa a
temperatura ambiente, para que al dia siguiente se incorpore otra cantidad equivalente a la
del primer amasado y asi juntas, obtener la cantidad suficiente para llenar el aro (molde del
diametro especifico), cubierto en su interior con dos bandas de ixtle (fibra de maguey) o tela
de manta con las que se envolvera la masa y daran el relieve caracteristico de este queso,
obteniendo la presentacion tradicional cilindrica de alrededor de 20 Kg.

1.9 PRENSADO
En esta etapa se elimina parte del suero intersticial de la masa del queso. La masa salada
que se ha incorporado al aro ejerciendo presion, se prensa de 18 a 24 horas. Se le puede

aplicar un peso de aproximadamente 50 Kg. de acuerdo al fabricante.

Figura 4. Etapa de prensado

Una vez prensado se le quita el peso, se voltea sobre su propia cara y se cubren los quesos
con una malla limpia para evitar que acerquen moscas u otros insectos, y se colocan al aire
libre.

A partir de esta etapa se considera que inicia la vida de cada pieza de queso.

1.10 DESFAJADO, OREADO Y MADURACION

La pasta prensada se mantiene fajada, dentro del aro que esta sostenido por un cincho,
para que no pierda la forma cilindrica, se voltea sobre su cara diariamente, se le quita el aro
y se limpia la superficie del queso con un trapo limpio. Una vez limpio se vuelve a envolver
con el aro y se aprieta para que el queso no pierda la forma al mismo tiempo que va

drenando el suero intersticial (oreado).
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Figura 5. Etapa de desfajado y oreado

Una vez que ha adquirido la consistencia o firmeza necesaria, y que el queso ha empezado
a hacer costra, mas o menos 15 dias, se le quita el aro (desfajado) y se mantiene a
temperatura ambiente en un cuarto lo mas fresco posible (aproximadamente 20°C). Se
limpia diariamente y se voltea sobre su propia cara. En esta etapa se considera que
comienza la maduracion.
El periodo de maduracién es de tres meses como minimo.

1.11 ANEJAMIENTO
Se almacena el queso en condiciones ambientales a una temperatura de 20-25 ° C y aprox.
83% de humedad.
Se considera a la pieza de queso como afieja cuando el tiempo de maduracién de ésta se
encuentra entre los 3-6 meses, una vez la pieza de queso haya pasado de los 6 meses de

maduracion se le considera queso rendido.
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6. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA MADURACION DE LOS QUESOS:

El paso esencial en la manufactura de los quesos implica la coagulacion de la caseina,
principal componente proteico de la leche, para formar un gel que retiene la grasa. Le
seguiria la etapa de sinéresis (pérdida de suero), salado y maduracion si es el caso.

La duracion de la maduracion esta inversamente relacionada con el contenido de humedad
del queso. Los cambios que ocurren durante la maduracion, en el sabor, aroma y textura,
estan predeterminados en gran parte por las caracteristicas de la cuajada (humedad,
concentracion del NaCl y pH), los niveles de actividad coagulante residual, el cultivo
iniciador y la microbiota secundaria.

En la maduracién estan implicados factores internos y externos a la masa del queso.

- Los internos incluyen las propiedades fisicoquimicas del coagulo de queso y los
agentes de maduracion (microorganismos y enzimas). Las propiedades
fisicoquimicas de la cuajada, como el pH y el a,, tienen influencia directa sobre
el desarrollo de la maduracién. Los procesos bioguimicos causados por los

microorganismos y enzimas son de gran importancia en la maduracion del queso

ya sea de manera directa o indirecta.

- Los externos son las condiciones del ambiente que dirigen la actividad de los
agentes de maduracion para obtener las caracteristicas deseables de cada
queso. Entre los factores externos se encuentra la temperatura y la humedad.

6.1 Parametros fisicoquimicos que influyen en la maduracién de los quesos

- El pH es un factor interno de maduracion que determina el desarrollo de los

microorganismos, la actividad enzimatica y la textura del queso. Los

microorganismos presentan una sensibilidad especifica hacia el pH. Las levaduras

y hongos, que forman parte de la microbiota secundaria, se desarrollan mejor en

medios acidos mientras que la mayoria de las bacterias prefieren medios proximos

a la neutralidad.
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La microbiota iniciadora, principalmente bacterias lacticas, es la responsable de la
produccion de acidos organicos, disminuyendo el pH desde valores 6.5-6.7 hasta
4.5-5.3. El pH es un factor significativo en el control de crecimiento de la microbiota
iniciadora y secundaria, ya que los hongos y las levaduras (microbiota secundaria),
pueden crecer a valores de pH mas bajos que las bacterias (microbiota primaria).

A continuaciéon se muestra una tabla con la relacion entre diferentes valores de pH

y el crecimiento de la microbiota:

Tabla 1. Valor del pH de crecimiento de los microorganismos (Cogan et al, 2000).

Microorganismo | pH

Bacterias 4-7
Levaduras <3
Hongos <3

-El aw es un factor interno de maduraciéon que esta determinado al principio de la
maduracion por las condiciones de coagulacion (o cuajado), del desuerado y del
salado. En general las levaduras y hongos resisten mejor las condiciones bajas de
aw que las bacterias. La evolucién del a, en la maduracion depende de muchos
factores como la evaporacion de agua, la cantidad de sal, la interaccién proteina-
sal y la acumulacion de compuestos solubles (derivados de la protedlisis y la
lipdlisis).

En el queso, los principales componentes hidrosolubles son el cloruro de sodio y las

proteinas que se encuentran hidratadas disminuyendo el agua disponible (aw).

Cuando se hidrolizan proteinas y lipidos, a péptidos y acidos grasos

respectivamente, por los microorganismos durante la maduracion, se reduce el au,

ya que para hidrolizar cada enlace se necesita una molécula de agua.

Los acidos organicos producidos por la microbiota iniciadora como el acido lactico,

el acido acético, el acido propidnico, etc., reducen el ay.
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A continuacion se muestran los diferentes valores de a, observados en quesos
madurados:

Tabla 2. Cambio del a,, durante la maduracion. Disminucién de la actividad acuosa conforme
aumenta el tiempo de maduracién (Cogan, 2000).

Producto r;lr;edmuf:c;jéen Aw
Leche 0 0.995
Camembert| 3 semanas | 0.982
Gruyére 24 meses | 0.948
Parmesano | 24 meses | 0.917

Tabla 3. Valor del a, minimo de crecimiento para diferentes microorganismos. Esta tabla
muestra que las levaduras son capaces de crecer a menor actividad acuosa que las bacterias
(Cogan, 2000).

Microorganismo| a, min.

Bacterias 0.92
Levaduras 0.6-0.83
Hongos 0.75

- La concentracion de cloruro de sodio (NaCl) es el factor interno principal causante
de la disminucién del a.. Una concentracion del 10% de NaCl generalmente es
suficiente para la inhibicion de los organismos indicadores como los coliformes,
aunque este porcentaje podria disminuir dependiendo del pH.

- La temperatura es un factor externo que determina en buena medida el desarrollo
de los microorganismos y la actividad enzimatica. Las temperaturas de
maduracion son generalmente mas bajas porque asi se controlan las reacciones
enzimaticas y se favorece la funcion de microorganismos, como levaduras y
hongos, caracteristicos de esta.

- La humedad es un factor externo que influye en la maduracién, por lo general un

ambiente con baja humedad provoca una maduracion corta y viceversa (Cogan,

2000).
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6.21 Procesos bioquimicos involucrados en la maduraciéon de los quesos

Durante la maduracion del queso, las reacciones bioquimicas guian hacia la formacion del

sabor. Los atributos del sabor y aroma son producidos por tres principales componentes:

lactosa, lipidos y proteinas a través de diferentes rutas metabdlicas.

A continuacion se enlistan los principales agentes encargados de la formacién de aromas y

sabor en la maduracion de los quesos:
-Las lipasas nativas de la leche, estan mayoritariamente asociadas con las micelas
y pasan a solucién acuosa por adicion de sal. Pueden influir en la maduracion para
el caso en que se usa la leche no pasteurizada ya que tratamientos térmicos las
inactivan. La lipdlisis de los triglicéridos libera altas concentraciones de acidos
grasos de cadena corta e intermedia. Los acidos grasos libres de cadena corta
tienen un impacto considerable en el sabor, estos deben ser balanceados con otros
componentes de sabor para desarrollar un aroma deseable. Los acidos grasos
libres son sustratos para otras reacciones bioquimicas como la B-oxidaciéon que
dara lugar a cetonas y alcoholes secundarios, la esterificacion de acidos grasos
hidroxilados que produciran lactonas, y la produccién de ésteres por la reaccién de
los acidos grasos con los grupos alcohol. Los compuestos resultantes contribuiran
al desarrollo del aroma.
-Las proteinas se hidrolizan durante la maduracién por la accion de proteasas
presentes en el coagulo. Se han identificado dos proteasas de la leche, una
alcalina (plasmina) y otra acida, ambas asociadas a micelas. Son selectivas hacia
las caseinas. Las enzimas coagulantes son parcialmente retenidas en el coagulo y
son capaces de continuar la protedisis durante la maduracion.
Las proteinas contribuyen directamente al aroma por liberacién de péptidos y
aminoacidos. Los aminoacidos son sustratos para diversas reacciones
(transaminacién, deshidrogenacion, decarboxilacion, reduccion) que produciran

una amplia gama de compuestos de sabor y aroma.
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-El carbohidrato lactosa es utilizada por las bacterias lacticas por via homo- o
heterofermentativa para producir sélo acido lactico o acido lactico, diéxido de
carbono, etanol y acido acético respectivamente. La lactosa es hidrolizada también
por los cultivos iniciadores a galactosa que se convertira en glucosa por la via de
Leloir. La glucosa es oxidada a piruvato a partir de la ruta de la glicélisis. El
piruvato es el material de inicio para la formacién de componentes de sabor de
cadena corta.

-Los microorganismos intervienen en la produccién de compuestos del aroma y
precursores, en la produccion de enzimas extra- o intracelulares que se liberan por
lisis celular y en la modificacion de algunas condiciones internas del queso (pH, Eh,

aw, etc.) (Garcia et al. 1999; Marilley and Casey, 2003).

La Figura 6 muestra las principales rutas bioquimicas implicadas en la formacion

de sabores y aromas en la maduracion de los quesos:
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Figura 6: Rutas bioquimicas que guian a la formacién de compuestos de sabor. (Marilley and
Casey, 2003)
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6.3 Microbiota tipica presente en los quesos

La microbiota presente en los quesos, como ya se ha mencionado, juega un importante

papel en la formacion de textura, aroma, sabor, etc., caracteristico de cada queso. La

microbiota tipica que se presenta en los quesos se muestra a continuacion:
-Cultivos iniciadores (starter): Tienen la funcion de producir acido durante el
proceso de fermentacion; sin embargo, también contribuyen a la maduracién donde
sus enzimas estan implicadas en la protedlisis y conversion de aminoacidos en
compuestos implicados en el sabor. Producen suficiente acido como para reducir el
pH de la leche a <5.3 en 6 h a 30-37 ° C. Los utilizados mas frecuentemente son
especies de los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus 'y Leuconostoc,

también conocidas como BAL o bacterias acido lacticas.

Las bacterias lacticas limitan el crecimiento de otras bacterias, tanto por la
disminucion del pH (debido a la produccién de acido lactico) como por la
produccion de ciertas sustancias inhibidoras (ej. bacteriocinas).
Las bacterias propiénicas son las responsables del sabor y textura de muchos
quesos debido a la produccion de proteasas y peptidasas intra- o extracelulares.
Pueden metabolizar la mayoria de los aminoacidos produciendo dioxido de
carbono, acidos propidnico y acético y amoniaco.
- Microbiota secundaria: formada por mohos, levaduras y bacterias no acido
lacticas.
Los mohos son muy importantes en la maduracién de algunos quesos, como por
ejemplo el queso roquefort en el que Penicillium roqueforti es el moho azul tipico.
-Las levaduras contribuyen a la produccion de compuestos de sabor a partir de sus
capacidades proteoliticas, peptidasicas, lipoliticas y esterasicas. También
metabolizan el acido lactico, formado por la fermentacién de las bacterias lacticas,

crecen a altas concentraciones de sal y desde los primeros dias de la
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maduracion, promoviendo la desacidificacion que ayudara a que otras bacterias no
acido lacticas crezcan (Micrococci y Coryneformes) formando parte también de
esta microbiota secundaria. (Beresford et al., 2001; Lopandic et al., 2006).

-Microbiota coliforme: microbiota no deseable, revela la falta de higiene,
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, y son de origen fecal. Tiene la
propiedad de fermentar la lactosa y producir gas (CO. e hidrégeno) y acidos,
principalmente acidos mixtos, llevarian a cabo la “fermentacién gaseosa” y el

hinchamiento de los quesos (Garcia et al., 1999).

7. CARACTERISTICAS GENERALES Y PROPIEDADES DE LAS LEVADURAS:

Las levaduras son microorganismos clasificados como hongos unicelulares que han perdido
el crecimiento micelial, pueden pertenecer a la division Deuteromycetes, Ascomycetes o
Basidiomycetes dependiendo del tipo de reproduccion. (Ginnis 1980, Hoog et al. ,1995).

La clasificacion de los hongos en el Reino Fungi se muestra en la Figura 7.Generalmente se
reproducen asexualmente por gemacién, aunque también pueden hacerlo por fisiéon binaria.
La reproduccion sexual se da mediante la formacién de ascosporas o basidiosporas. (http:/

www.yeastgenome.org/)

Son quimidtrofos, y usan como fuente de carbono principalmente hexosas (glucosa y
fructosa) o disacéaridos (sacarosa y maltosa), algunas pueden metabolizar alcoholes y acidos
organicos.

Poseen una pared celular principalmente formada por quitina y polisacaridos (glucanos)
unidos por enlaces B-1,3-glucosa. Puede formar capsulas o esporas resistentes. (Manners
et. al, 1973)

Propiedades generales levaduras (Fleet 1999, Beresford et al., 2001):

Aciddfilas
Tolerancia a elevadas concentraciones de sal (haldfilas)
Crecimiento a baja actividad acuosa (|aw)

Crecimiento a bajas temperaturas
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Asimilacion de acido citrico
Asimilacion de acido lactico
Produccion de enzimas proteoliticas
Produccion de enzimas lipoliticas

Fermentacion o asimilacion de lactosa

La clasificacién de las levaduras en el Reino Fungi:

Bacteria Archaea Eukarya
Bacteria
Myxomycota
Verde 4 4
Spirochaetes Filamentosa Entamoeba Animales
Grgn:n Methanosarcina Fung!
positiva 3 .
Proteobacteria Methanobacterium Mkt Plantas
Methanococcus

Cianobacteria Ciliophora
Planctomyces Flagelados
Bacteroides

Tricomonadas

Cytophaga

Microsporidias

Thermotoga

Diplomonadas
Aquifex

Figura 7. Arbol filogenético de la vida. (Woese et al., 1990)

8. LEVADURAS IDENTIFICADAS EN QUESOS:

Haciendo una revisién de la literatura aparecen una multitud de diferentes especies de
levaduras que han sido aisladas de alimentos de consumo diario. Algunas de las
propiedades por las que las levaduras crecen en estos productos se mencionaron en el
punto anterior. Estas propiedades se relacionan con las propiedades fisicoquimicas que
presentan muchos alimentos (Fleet, 1990).

Las levaduras pueden provenir de la materia prima, la leche, con la que se elabora el queso.

El crecimiento de especies del género Candida, Kluyveromyces y Cryptococcus se explica
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por la capacidad que tienen las levaduras de utilizar la lactosa, las proteinas o la grasa de la
leche (Fleet, 1990).

El crecimiento de diferentes especies de levaduras en algunos quesos se ve favorecido por
las propiedades fisicoquimicas de éste como son: pH acido, bajo a., elevadas
concentraciones de sal, etc.

Aunque muchas veces no se han considerado a las levaduras como un componente
principal en la microbiota del queso, esto también depende del tipo de queso. Se conoce
bien el papel de las levaduras en el desarrollo de aromas y sabores durante la maduracién
en muchos tipos de quesos, principalmente madurados. (Fleet, 1990)

Se han reportado a las especies Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus,
Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica, etc., como productoras de enzimas lipoliticas y/o
proteoliticas para metabolizar las proteinas y la grasa de la leche o el queso. Por tanto estas
especies tendran una gran importancia en el desarrollo del aroma y sabor durante la
maduracion de los quesos (Fleet, 1990; Fox, 1987; Bolumar et al., 2008).

Hay un grupo de quesos que se caracterizan por tener una maduracion adicional desde la
superficie del queso hacia el interior. Quesos como el Limburger, Tilsiter, Port Salut,
Trappist, Brick y el Danbo danés entrarian dentro de este grupo. La microbiota tipica de
estos quesos esta representada por especies de levaduras como Debaryomyces hansenii,
Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis y Candida zeylanoides (Fleet, 1990; Eliskases-
Lechner and Ginizinger, 1995., Petersen et al., 2001).

Las levaduras que han sido asociadas en el desarrollo de la maduracion del queso St.
Nectaire han sido: Debaryomyces hansenii, Torulopsis sphaerica, T. candida y
Kluyveromyces lactis, Candida sake, C. intermedia, y Yarrowia lipolytica. Se ha
documentado también la aparicién secuencial de levaduras en la corteza y en la cuajada en
el queso St. Nectaire sin inocular cultivos iniciadores. Inicialmente predominan levaduras
del género Debaryomyces y Torulopsis, tras esta etapa se suceden el crecimiento de

hongos filamentosos y levaduras (Mucor y Geotrichum candidum). A partir de los 20 dias,
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hasta el final de la maduracion se observan bacterias coryneformes de los géneros
Arthrobacter y Brevibacterium (Marcellino et al., 1992).

La aparicion de levaduras como Debaryomyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae,
Yarrowia lipolitica, Kluyveromyces marxianus y otras especies de levaduras fueron
reportadas en el queso Gouda (Welthagen and Viljoen, 1998).

En el queso Cheddar se monitored durante 48 horas la progresion de las diferentes especies
de levaduras durante las etapas de elaboracidn y maduraciéon. Las especies dominantes
fueron Debaryomyces hansenii y Cryptococcus albidus, y las especies menos numerosas
fueron Yarrowia lipolytica, Rhodotorula minuta, Torulaspora del brueckii, Rhodotorula
glutinis y Kluyveromyces marxianus (Welthagen and Viljoen., 1999).

En el queso Mozzarella los compuestos volatiles y acidos organicos responsables del sabor
son producidos por una mezcla de microorganismos. En particular K. marxianus y K. lactis
que metabolizan la lactosa contribuyendo a la formacion de CO.y compuestos del sabor
como etanol, acetaldehido y acetato de etilo (Dahl et al., 2000).

En el queso Camembert, las levaduras que comunmente crecen sobre la superficie son las
especies Saccharomyces cerevisiae, K. lactis y D.hansenii. (Beresford et. al, 2001).

En el caso del queso madurado Fiore Sardo (“Flor de Cerdefia) que se elabora con leche de
oveja se encontraron principalmente las especies K. lactis, G. candidum y C. zeylanoides
(Fadda et al., 2004).

En otro estudio sobre la identificacion de levaduras asociadas a productos lacteos
(yoghurt,queso fresco, queso madurado, cuajada,...) la levaduras aisladas mas
frecuentemente fueron Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum, Kluyveromyces

marxianus, Yarrowia lipolytica y Candida zeylanoides (Lopandic et al.2006).

Como se ha visto hasta ahora los microorganismos son de suma importancia en la
maduracion exclusiva y caracteristicas especificas (organolépticas y sensoriales) de cada

tipo de queso, esto crea la necesidad de conocer la composicion microbiana de los
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alimentos artesanales tradicionales con el fin relacionar un microorganismo o un grupo de

ellos con cualidades que son deseables en el producto final.

9. DIVERSIDAD MICROBIANA

Durante mucho tiempo no se le di6 demasiada importancia a los microorganismos, desde
hace aproximadamente 300 afios cuando Antonie van Leeuwenhoek inventd el microscopio
se comenzo a tener evidencias sobre los procariotas y algunas de sus morfologias. A partir
de este evento se comenzaron a desarrollar mejoras microscopicas y técnicas de laboratorio
basicas. Cohn, Pasteur y Koch fueron los pioneros en el campo de la microbiologia a partir
del descubrimiento de endosporas resistentes (Cohn), del desarrollo de procedimientos de
esterilizacién (Pasteur), de la introduccién de medios solidificados con agar y del concepto
de aislamiento de cultivos puros de microorganismos (Koch). A partir de aqui los
microorganismos comenzaron a ser caracterizados y/o clasificados principalmente por
criterios morfoldgicos y nutricionales.

De estos descubrimientos surgieron herramientas para el desarrollo de la taxonomia
bacteriana y de la genética, también la utilizacién de cultivos enriquecidos y de técnicas
analiticas permitié profundizar en la fisiologia y bioquimica microbiana. El resultado fue la
relacién de algunos microorganismos y la enfermedad. En el siglo XX se conocieron
numerosas aplicaciones de los microorganismos como la sintesis de antibidticos y la
produccién de enzimas y productos quimicos (Keller and Zengler, 2004).

Llega un momento en el que la clasificacion morfolégica o nutricional de los
microorganismos se vuelve insuficiente ya que fracasa a la hora de elaborar una taxonomia
natural acorde con las relaciones evolutivas pero el uso de técnicas moleculares comenzo6 a
elucidar estas relaciones.

Los microorganismos ocupan importantes nichos en todos los ecosistemas. Cumplen
funciones unicas en los ciclos biogeoquimicos, en la formacion del suelo, en la regulacion

del clima, en la composicion atmosférica, etc., pero siguen existiendo una gran cantidad de
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ambientes todavia sin explorar y que podrian ser el reservorio de microorganismos con
funciones de importancia para la biotecnologia.

Por tanto el estudio de la diversidad microbiana de diferentes ambientes puede llevar al
conocimiento y descubrimiento de microorganismos que pueden ser utilizados en procesos
biotecnoldgicos como la fabricacion de nuevos antibiéticos u otros agentes terapéuticos,
nuevos productos quimicos, enzimas o polimeros para su uso en aplicaciones industriales y
cientificas, para la biorremediacion de ambientes contaminados, para el biotratamiento y
recuperacion de minerales. Por tanto el conocimiento y la comprensién de la diversidad y
ecologia microbiana se hace necesaria (Keller and Zengler, 2004).

El empleo de técnicas convencionales para el aislamiento y la identificacion de los
microorganismos en un ambiente dado es muy limitado ya que muchos de estos no pueden
ser aislados en los medios de cultivo tradicionales, sélo un pequefio porcentaje de estos son
recuperados. Por ello surge la necesidad de utilizar técnicas moleculares basadas en el
analisis de secuencias parciales o totales del ADNr. (Diaz y Wacher, 2003)

El uso de técnicas moleculares desde hace aproximadamente 20 afios mostré que de los
diferentes habitats, s6lo una muy pequena parte de los microorganismos habian sido
aislados, cambiando asi la percepcion de la diversidad microbiana y dandole un papel
mucho mas importante que el que habia tenido hasta ahora. (Pace, 1997)

Para el estudio de la diversidad microbiana de diferentes ambientes (suelo, sedimentos
marinos, rios, alimentos, rumen, aguas termales, etc., se han utilizado técnicas moleculares
como:

- FISH (Hibridacion in situ fluorescente)

- DGGE (Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante)

- TGGE (Electroforesis en gel con gradiente de temperatura)

- RFLP (Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion)
- ARDRA (Analisis de restriccion del ADN ribosomal amplificado)

- Ribotipificacion

Algunos de estos métodos se explicaran con mayor detalle en la siguiente seccion.
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10. METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS COMUNIDADES
MICROBIANAS EN ALIMENTOS FERMENTADOS.

Para entender la presencia y el crecimiento de los microorganismos en los alimentos es
importante un estudio con un enfoque ecoldgico. La caracterizacion fenotipica (tradicional)
de levaduras puede llevar a una identificacion insuficiente debido a que los estudios
morfoldgicos, bioquimicos y fisiolégicos son a menudo dificiles de interpretar. (Lopandic et
al., 2006).

Durante el ultimo siglo se ha dependido del aislamiento y cultivo de los microorganismos
para su identificacion, esto ha limitado la comprension de la diversidad microbiana. Se sabe
que mas del 90% de los microorganismos en los ambientes naturales no pueden ser
cultivados usando las técnicas tradicionales. Muchas veces no se conocen las condiciones
de cultivo de determinados microorganismos para su crecimiento o este depende de las
actividades de otros microorganismos. El crecimiento, la sobrevivencia y la actividad de
cualquier especie pueden estar determinados por la presencia de otras especies, por ello se
crea la necesidad de tomar en cuenta el ecosistema completo. (Diaz y Wacher, 2003)

Con el desarrollo, en lo ultimos anos, de diferentes métodos moleculares sobre estudios de
ADN comparativo se ha llegado a una gran agudizacibn y aseguramiento en la
caracterizacion e identificacion de las levaduras u otros microorganismos. (Lopandic et al.,
2006).

Los alimentos fermentados, especialmente los que se producen de forma natural, como en
el caso del queso Cotija, se obtienen mediante fermentaciones espontaneas, es decir no se
afiaden indculos sino que actuan los microorganismos naturalmente presentes en el
alimento. El uso de los métodos convencionales para la identificacion de cada uno de sus
miembros resulta insuficiente. Una alternativa para la determinacién de la estructura
microbiana de estos alimentos es aislar microorganismos vy tipificarlos; otra es utilizar
métodos que no dependan del cultivo, en los que se extraen los acidos nucleicos

directamente del alimento. (Diaz y Wacher, 2003)
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A continuacién se detallaran algunas de las metodologias moleculares utilizadas para

conocer la diversidad en alimentos:

10.1 Reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR):

Es una técnica muy utilizada en la biologia molecular. Su fundamento es amplificar
fragmentos de ADN de los que se conoce sus secuencias flanqueantes o sélo una de ellas.
Es muy efectiva para obtener grandes cantidades de una secuencia especifica de ADN in
vitro. Esta reaccion “funciona” de igual forma a como lo hace la maquinaria de replicacion
del ADN de los organismos in vivo y necesita los mismos requerimientos que ésta. La PCR
puede amplificar hasta un billdbn de veces, mediante un proceso de ciclos sucesivos de
replicacién, como si la célula in vivo replicara el ADN una y otra vez (Perera et al., 2002.).
Algunas de las aplicaciones de la PCR para el estudio e identificacién de la diversidad
microbiana serian: DGGE, TGGE, PCR-multiplex, PCR anidada, Ribotipificacion, AFLP,

ARDRA, RFLP,...

10.2 Diversidad microbiana basada en secuencias conservadas:

Ciertas subunidades de los ribosomas se utilizan como cronédmetros evolutivos (indicadores
de cambios evolutivos). Se puede medir la distancia evolutiva entre dos organismos por
diferencias en la secuencia de nucledtidos. Los genes mas utilizados para medir distancias
evolutivas son los genes que codifican para el ARN ribosomal (ADNr). Estos genes son
funcionalmente constantes, se encuentran distribuidos universalmente y sus secuencias son
moderadamente conservadas en la mayoria de los organismos.

En el caso de procariotas, el ADN ribosomal (ADNr) mas utilizado es el 16S, y en eucariotas
el 26S ya que tiene mas informacion (Diaz y Wacher, 2003).

Para la identificacion de los microorganismos, basada en la comparacion de secuencias de
nucleétidos de genes individuales, los genes que codifican para el ARN ribosomal (ARNTr)

son los mas utilizados.
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Las moléculas de ARN de las subunidades ribosémicas son utilizadas para establecer
relaciones filogenéticas y para descubrir gradaciones sutiles en las relaciones evolutivas.

Esto debido a:

-Estan codificadas en los genomas de todos los organismos.

-Los ARNr tendran secuencias muy semejantes en especies muy relacionadas y

diferiran mucho en aquellas especies mas distantes.

-Son mosaicos, es decir tienen secuencias muy conservadas entre las especies,
mientras que otfras son variables. Las regiones conservadas nos serviran para la
alineacion con cebadores universales y las variables nos indicaran diferencias en las

secuencias (McKee and McKee, 2003).

Identificacién de levaduras basada en secuencias conservadas:
En las levaduras, normalmente se utiliza como blanco para la identificacién el dominio

D1/D2 de la regién 26S del ARNr. El dominio D1/D2 muestra diferencias entre levaduras por
lo que podra ser utilizado en la prediccion de las relaciones intra- o interespecie (Lopandic et
al., 2006). Este dominio es relativamente pequefio (aproximadamente 600pb), lo que permite
obtener informacién del mismo sin dificultar su secuenciacion. El dominio D2 es de los mas
variables del gen (D1-D12) y es pequefio, éste es adyacente a D1 que esta altamente
conservado. La amplificacion de este dominio, D1/D2, posibilita la identificacion hasta el
nivel de especie (Michot and Bachellerie, 1987; Michot et al., 1990; Ruiz Linares et al., 1991;

Nunn et al., 1996; Kurtzman and Robnett, 1998).

10.3 PCR-DGGE para el estudio de las comunidades microbianas:

Esta técnica es muy utilizada para estudiar las comunidades microbianas presentes en
alimentos fermentados. El estudio se hace mediante la obtencion de ADN directamente a
partir del alimento de modo que podremos estudiar los microorganismos que se encuentran
en el alimento, en este caso el queso Cotija, que puede que no obtengamos por medios de

cultivo selectivos ya que no se puede “imitar’ o no se conocen las condiciones en las que los
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microorganismos crecen en este queso. Tal vez haya microorganismos que solo son
capaces de crecer en su micro- 0 macroambiente determinado por las caracteristicas del
alimento o por la presencia de otros microorganismos dentro de este.

La metodologia general a seguir seria (Figura 8): (1) Extraccién directa del ADN del
alimento. (2) Amplificacion por PCR de los genes que codifican para la subunidad 26S del
ARNr en el caso de eucariotas y de la 16S en el caso de procariotas. Los amplicones
obtenidos tendran el mismo tamafo. (3) Separacion de los fragmentos de PCR
(amplicones), con base en la secuencia, en un gel de poliacrilamida con gradiente
desnaturalizante (DGGE). La separacion de los fragmentos mostrara un patréon de bandas o
“huellas génicas” de los microorganismos en las que deberemos interpretar la informacion
dada. (4) Analisis del patron de bandas. (5) Identificacién de los microorganismos dados por

las bandas de interés.
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en alimenfos fermentados por &l método DGGE.

Figura 8. Obtencién de “huellas digitales” de comunidades microbianas en alimentos
fermentados por el método de DGGE (Diaz et al., 2003).
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Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE):

El DGGE es una técnica para obtener un patron de bandas conocidas como “huellas
génicas o digitales” que nos muestran la diversidad genética de una comunidad microbiana.
Fue introducida por Muyzer en 1993 (Muyzer et al., 1993).También se ha aplicado en la
detecciéon de mutaciones a nivel del ADN gendmico (Dolinsky, 2002).

Permite separar fragmentos de la misma longitud pero con diferente secuencia obtenida
mediante la amplificacién de regiones de los genes ribosomales del ADN de una comunidad
microbiana. (Diaz and Wacher, 2003).

Mediante esta técnica es posible separar fragmentos que difieren en una sola base. Los
agentes desnaturalizantes utilizados son una mezcla de urea y formamida, que provocan la
separacion de las cadenas dobles de ADN. Estas contienen dominios con temperaturas de
fusién (Tm) caracteristicos, de manera que cuando se alcanza una concentracién de
desnaturalizante (DGGE), la molécula se funde parcialmente y disminuye su velocidad de
migracion en el gel.

Las temperaturas de fusién de esos dominios dependen de variaciones en sus secuencias
de bases, por lo que los fragmentos correspondientes a microorganismos diferentes tendran
diferentes posiciones en el gel (Muyzer and Smalla, 1998).

Para evitar la separacion completa de las dos cadenas, se une una secuencia rica en GC
que requiere condiciones mas drasticas de desnaturalizacion. Esta secuencia se conoce
como grapa-GC situada en el extremo 5’ de uno de los cebadores, que se coamplifican con
el segmento de ADN (Sheffield et al., 1989; Sheffield et al., 1992).

La secuencia rica en GC actia como un dominio de alta fusion previniendo a las dos
cadenas del ADN la disociacion completa en dos cadenas simples (Muyzer et al., 1997).

Las bandas se pueden visualizar tifiendo con bromuro de etidio o con plata. La tincidén con

plata es mas sensible.
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Es necesario determinar cual de las regiones variables de los genes ribosomales permiten
separar los microorganismos presentes mediante la amplificacion con cebadores
especificos.

Por otro lado también se debe optimizar el gradiente desnaturalizante para obtener la mejor
separacion de las bandas. Para ello se realizan geles en gradiente perpendiculares (Figura
9), donde el gradiente de desnaturalizacion es perpendicular a la electroforesis. Se obtiene
una curva sigmoidea en la que a baja concentracién de desnaturalizante los fragmentos
migran como cadenas dobles y a concentraciones altas como cadenas sencillas. Las
condiciones que nos interesan de la curva sigmoidea son las intermedias en las que las
moléculas se funden parcialmente. El tiempo 6ptimo, que se determina en electroforesis
con gradientes paralelos (Figura 9), es el que permite la maxima resolucion entre los

fragmentos de ADN (Muyzer et al., 1998).
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Figura 9: DGGE. Perpendicular (1) y Paralelo (2) (Manual Biorad Dcode Universal Mutation
Detection).

DGGE aplicado en alimentos:

Esta técnica se ha aplicado en diferentes alimentos fermentados artesanales, se muestran a

continuacion algunos ejemplos.

Investigaron la distribucion espacial de la microbiota de una bola de pozol utilizando un

enfoque polifasico que incluyd la obtencion de “huellas digitales” por DGGE de fragmentos
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de ADN obtenidos al amplificar la regién V3 de los genes de RNA 16S del ADN extraido de
la masa, con cebadores especificos para eubacterias. Demostraron que bacterias del
genero Streptococcus, que no habian sido detectadas utilizando los métodos tradicionales
de cultivo, predominan durante la fermentacién. Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
fermentum constituyeron otro grupo predominante y también se encontraron Lactococos y
miembros del grupo Leuconostoc Weissella (Ampe et al., 1999). Otro estudio utilizd el
mismo enfoque para estudiar la dinamica de la poblacion microbiana durante la
fermentacion de este mismo alimento (Ben Omar et al., 2000). También se ha aplicado al
estudio del perfil de la dinamica de las levaduras durante la fermentacién de vino (Cocolin et
al., 2000). Este mismo tipo de estudio se aplicd a muestras de leche cruda (Cocolin et al.,
2002).

Electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE):

Tendria las mismas bases que la técnica de DGGE pero en este caso la separacion de la
doble cadena de ADN se dara cuando se alcance una determinada temperatura
disminuyendo la velocidad de migracion en el gel.

También puede utilizarse para el analisis de mutaciones en ADN gendmico (Chen et al.,
1999) y de la biodiversidad en una comunidad microbiana, por ejemplo ha sido utilizado en
el estudio de la diversidad de bacterias acido acéticas en la produccién de vinagre

tradicional (llabaca et al., 2008).

10.4 PCR-Endonucleasas de restriccion

Las enzimas de restriccion son endonucleasas que reconocen una secuencia de ADN entre
4-8 pb. El sitio de reconocimiento se llama sitio de restriccion, y la enzima rompe un enlace
fosfodiester en la hebra conductora (sense) y otro enlace fosfodiester en la hebra

complementaria (antisense).
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Se pueden utilizar las enzimas de restriccion para crear perfiles discriminatorios entre
secuencias de ADN. También mediante el patréon de restriccion se pueden identificar, en
algunos casos, a nivel de género y/o especie.

Cuando una molécula de ADN es cortada con una endonucleasa de restriccion se obtienen
diferentes fragmentos. Estos fragmentos pueden separarse por su diferente tamafio con
electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida dando un patrén de bandas que podra
ser analizado (Lewin, 2002).

Un metodologia comunmente utilizada para la identificacion de levaduras es el analisis de
restriccion de los genes del ADN ribosomal. (Guillamon et al., 1998; Esteve-Zarzoso et al.,
1999). Esta técnica consta de dos pasos: La amplificacion del ADN ribosomal y el
sometimiento de éste a enzimas de restriccion. (Hierro et al., 2004)

Algunas técnicas moleculares basadas en este principio se explican a continuacion:

ARDRA (Analisis de restriccion de DNA ribosomal amplificado)

Este método esta basado en la obtencién de ADN ribosomal mediante la amplificacion por
PCR de productos de ADN de microorganismos aislados usando cebadores universales. El
producto se digiere con enzimas de restriccion y los fragmentos se analizan en geles de

agarosa, después se estudia el patron de bandas (Diaz y Wacher., 2003)

ITS-PCR (RFLP: Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion)

Se refiere a secuencias especificas de nucledétidos en el ADN que son reconocidas por las

enzimas de restriccion y que varian entre los individuos de una poblacién. (Diaz y Wacher.,

2003). Las secuencias de restriccion presentan usualmente patrones de distancia, longitud y
disposiciéon diferentes en el ADN de diferentes individuos de una poblacion, por lo que se
dice que la poblacion es polimérfica para estos fragmentos de restriccion.

La técnica RFLP se usa, muchas veces, como marcador para identificar grupos particulares

de personas con riesgo a contraer ciertas enfermedades genéticas, en ciencia forense, en

Posgrado en Ciencias Bioquimicas 33


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Polim%C3%B3rfica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzimas_de_restricci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido

Introduccion

pruebas de paternidad y en otros campos, ya que puede mostrar la relacién genética entre

individuos. (http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/R/RFLPs.html)

La amplificacion por PCR de la region comprendida por los dos espaciadores internos
transcritos (ITS) y el gen ribosomal (ITS1-5.8S rDNA-ITS2) seguida del analisis de
restriccion y/o de la secuenciacion ha sido estudiada para la tipificacion de varias especies
de levaduras (Petersen, 2001). La técnica abarca la obtencién del ADN de levaduras
aisladas, la amplificacion de la regién ITS y la digestion con enzimas de restriccion. La
mezcla de restriccidon se resuelve en un gel de agarosa y se estudia el patron de fragmentos
obtenido.

El interés de esta técnica para la identificacion de especies de interés biotecnoldgico deriva
de la facilidad relativa de manipulacion y la alta reproducibilidad de ésta (Fernandez-Espinar

et al., 2000).
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Hipotesis

11. ANTECEDENTES EXPERIMENTALES RELACIONADOS CON €EL
DESARROLLO DE LA MICROBIOTA DE LOS QUESOS MADURADOS:

11.1 Analisis microbiolégico:

En un estudio anterior, se hicieron recuentos microbioldgicos y se midié la actividad
acuosa a diferentes tiempos de maduraciéon en dos muestras diferentes de queso
pertenecientes a la asociacion regional de productores del queso Cotija. Los
resultados de muestran a continuacién (Tabla 4):

Tabla 4: Cuenta de coliformes y actividad acuosa en el queso Cotija

(Bravo, 2008).

Muestra Tiempo desde’- la elaboracion Coliformes 2w
(dias) (NMP/gqueso)
(to) 20 447 914
4 (t1) 38 12 89
:E> (tz) 58 <3 88
> (t:) 78 3 o7
(t5) 101 <1 79
o (to) 15 1.43 x 10° 91
;' (t1) 33 9.32x10° 91
= (t2) 53 1.21 x 10° 9
:5 (t3) 73 2.13x10° 89
” (t5) 96 <3 88

El analisis microbiolégico muestra una disminucién de los microorganismos coliformes
aunado a una disminucién del a, a lo largo de la maduracion. Esta disminucion en la
cuenta de coliformes es muy importante ya que el consumo del queso Cotija se da a
partir de los tres meses de maduracion donde la cuenta de coliformes ya no es

significativa dando a las caracteristicas de este queso una mejor calidad sanitaria.

11.2 Determinaciones fisicoquimicas en el queso Cotija:
Las determinaciones fisicoquimicas que se hicieron en este trabajo pertenecen a las
mismas muestras con las que se va a trabajar en el presente proyecto por lo tanto

seran relevantes para este estudio. Estas muestras pertenecen a la Marca Colectiva
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“Queso Cotija Region de Origen” de las sierras Jalisco y Michoacan (Hernandez,
2007).

aw. Se observan diferencias significativas en cuanto a la a. de algunas de las muestras
analizadas. Los valores se encuentran entre 0.89-0.90, aunque este intervalo puede
cambiar a lo largo de la maduracion, ya que se va perdiendo humedad disminuyendo
asi la actividad acuosa. Estos valores favoreceran, en parte, a la calidad del queso ya
que muchos de los microorganismos patégenos, provenientes de la leche cruda, no
podran crecer.

pH: Se observa, que todos los quesos de la regién Jalisco-Michoacan (1-8) se
encuentran dentro de un rango de pH de 4.8-5.2.

Acidez: Oscila en un rango de 0.20%-0.32% de acido lactico. Se observa una gran
diferencia en el contenido de acido lactico que no se ve reflejada en el pH, esto puede
ser debido a la produccién de otros metabolitos que neutralizan el acido, como por
ejemplo la liberacion de amoniaco producida por proteolisis.

Humedad: El rango de humedad entre la muestras, se encuentra entre los valores 32-
40 %. Esta diferencia de humedad entre las muestras puede ser debido a diferencias
en el proceso de elaboracion.

Cloruros: El queso Cotija es un queso salado. Los quesos de la “Asociacién regional
de productores de queso Cotija”, se encuentran en un intervalo de cloruros de 4-7.5%,
por tanto corresponde con el de la bibliografia, 6 % aproximadamente (Villegas, 2004).
Considerando estas determinaciones fisicoquimicas, podemos suponer que un grupo
importante de la microbiota va a ser el de las levaduras, ya que son osmdfilas u
osmotolerantes, es decir pueden crecer a un a, bajo y con una alta concentracion de
NaCl. En cuanto al pH, también es favorable para el crecimiento de las levaduras ya
que son aciddfilas.

Con base en estos antecedentes y con el conocimiento de que las levaduras son de
gran importancia en la maduracién de los quesos para la formacién de aromas y

sabores, se pretendid conocer la diversidad de levaduras presentes en el queso Cotija.
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12. JUSTIFICACION:

En el grupo de trabajo, se estan haciendo varios estudios simultdneamente sobre la
diversidad, identidad y dinamica microbiana presente en el queso Cotija de regiones que
pertenecen a la Marca Colectiva “Queso Cotija Region de Origen” "8 comparado con
regiones que no pertenecen a esta Marca Colectiva. Todos ellos encaminados a determinar

las diversidad bacteriana.

La diversidad microbiana de este alimento puede depender de las relaciones complejas
entre sus componentes, también puede depender de la relacion entre los componentes y los

microorganismos del alimento o la interrelacion entre estos ultimos en el alimento.

Estos estudios se han llevado a cabo mediante métodos moleculares en base a los
microorganismos cultivables y no cultivables con el fin de poder profundizar en las
caracteristicas del alimento (sensoriales, nutrimentales y funcionales) y en la compresion de

la diversidad microbiana en éste.

En este proyecto se pretende estudiar e identificar por primera vez la poblacién de levaduras
que estan presentes en el queso Cotija y que se presume que son importantes en el proceso

de maduracién y fermentacion.
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13. HIPOTESIS
Como probablemente existen levaduras que no pueden crecer en medios de cultivo porque
tienen requerimientos complejos para su crecimiento, entonces la diversidad de éstas

obtenida por el método independiente de cultivo sera mayor.

Posgrado en Ciencias Bioquimicas. UNAM 38



Objetivo

14. OBJETIVO
Objetivo general:
Identificacion de levaduras presentes en el queso Cotija por medio de métodos

moleculares dependientes e independientes de cultivo

Objetivos particulares:
-Aislamiento y secuenciacion de levaduras en medios de cultivo generales y
diferenciales a partir de ocho muestras de queso Cotija con, al menos, tres meses

de maduracioén

- Deteccién de las actividades proteolitica y lipolitica en las colonias de levaduras

aisladas de las muestras de queso Cotija

-Obtencion, a partir de la técnica de DGGE, de un patrén de bandas caracteristico

de la poblacién de levaduras representadas en las muestras de queso Cotija

-Busqueda de correspondencia y/o exclusividad mediante la comparacién, por
medio de la técnica de DGGE, del perfil de bandas de la poblaciéon de levaduras
obtenido a partir de las muestras de queso por el método dependiente e

independiente de cultivo.

-Comparacién de los patrones diferenciales obtenidos a través del patrén de
restriccion mediante las técnicas moleculares ARDRA y RFLP, del patron de

migracién obtenido por DGGE y de la morfologia colonial.

Identificacion de la levaduras mas representativas obtenidas por los diferentes

métodos por medio de la secuenciacion de la regién D1/D2 del gen ADNr 26S

Posgrado en Ciencias Bioquimicas. UNAM 39



Materiales y métodos

15. MATERIALES Y METODOS:

15.1 Muestras:

Las muestras con las que se trabajo pertenecen a regiones productoras de los estados de
Jalisco y Michoacan. Los productores de las diferentes muestras pertenecen a la asociaciéon
de la Marca Colectiva de “Queso Cotija Regiéon de Origen”. Todas las muestras tenian al
menos 3 meses de maduracion. Se partié para este estudio de ocho muestras de queso

Cotija enlistadas en la Tabla 5.

Tabla 5. Muestras estudiadas y recolectadas de municipios ubicados en la Sierra JalMich.

Muestra Municipio Estado
1 La Troja. Municipio de Quitupan Jalisco
2 Quitupan Jalisco
3 Rodeo. Municipio Tocumbo Michoacan
4 Lourdes. Municipio Cotija de la Paz Michoacan
5 La mesa del Aguacate Quitupan Jalisco
6 Santa Maria del Oro Jalisco
7 Lourdes. Municipio Cotija de la Paz Michoacan
8 La Tinaja. Municipio Cotija de la Paz Michoacan

Para el andlisis de cada queso se tom6 una muestra (1 Kg.) de la pieza original
(aproximadamente 20 Kg.). El corte se hizo transversalmente con un cuchillo desde el centro
hacia la superficie. Cada muestra se desmenuzd eliminando la corteza y se guardé en una

bolsa estéril de plastico a -70 C° hasta su uso.
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Esquema de la metodologia general a seguir:
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Figura 10. Metodologia general. Método dependiente de cultivo (D) e independiente (I). D1 e I1,
Muestreo. D2, Aislamiento de levaduras en los medios de cultivo PDA, MEA y WL. D3, Extraccién y
purificacion del ADN de las levaduras aisladas. I3, Extraccion y purificacion del ADN total de cada
muestra de queso. D4, Amplificacion del ADNr por PCR utilizando los cebadores ITS1 e ITS4 (RFLP)
para la region ITS, y NL1 y NL4 para el dominio D1/D4 del 26S (ARDRA). 14, Amplificacién del ADNr
usando los cebadores NL1 clamp y LS2. D5A, Analisis de restriccion de la region ITS (Hae lll, Hinf | y
Cfo 1) y de la regién 26S (Hae IIl, Hinf | y Mbo |). D5B e 15, DGGE. D6A, Dendrograma basado en el
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secuencias vs. las bases de datos e identificacion.

Estrategia general del método dependiente de cultivo:

Posgrado en Ciencias Bioquimicas

41



Materiales y métodos

En la figura 10 se muestra un diagrama de la metodologia que se siguid, a continuacion se

enlistan los pasos principales a seguir para llevar a cabo el método dependiente de cultivo.

Utilizacion de medios selectivos (MEA, PDA') para el aislamiento de levaduras de las
8 muestras diferentes de queso Cotija a partir de diluciones 1:10 decimales.

Inocular las colonias en el medio WL para hacer la diferenciacion morfocolonial.
Tomar las colonias mas representativas para el analisis subsecuente.

Verificar microscopicamente la pureza de las colonias.

Extraccion y purificacion del ADN de las colonias aisladas.

Amplificar de cada colonia aislada el dominio D1/D2 del gen ribosomal 26S con los
cebadores NL1 y NL4.

Amplificar de cada colonia aislada la region ITS (Internal Transcribed Spacers) con
los cebadores ITS1 e ITS4 que incluye el gen ribosomal del 5.8S y los dos
espaciadores internos transcritos con los cebadores ITS1 e ITS4.

Llevar a cabo un anélisis de restriccion del ADN ribosomal amplificado (ARDRA y
RFLP).

Amplificar de cada colonia aislada el dominio D1/D2 del gen ribosomal 26S con los
cebadores NL1 clamp y LS2. Cargar estos amplicones en un gel de DGGE vy
comparar el patron obtenido de cada microorganismo con el obtenido en la carga de
las muestras de queso obtenidas por el método independiente.

Amplificar el dominio D1/D2 del gene ADNr 26S de los patrones de restriccion mas
representativos con los cebadores NL1 y NL4.

Secuenciar los amplicones mas representativos.

Hacer un alineamiento, usando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), de la secuencia obtenida con las secuencias de la base de datos GenBank.
Obtencion de los porcentajes de identidad por la comparacién de la secuencia a

identificar con las secuencias de las bases de datos.

'Ver componentes de cultivo en tablas Anexo | “Medios de cultivo”
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- Identificacién de la secuencia cuando el porcentaje de identidad sea superior al 97%.

Estrategia general del método independiente de cultivo:

- Tomar una muestra de cada queso y homogenizar.

- Concentrar los microorganismos eliminando previamente la grasa y la proteina
presente en la muestra.

- Proceder a la extraccion y purificacion del ADN de las 8 muestras de queso.

- Amplificar de cada muestra de queso el dominio D1/D2 del gen del ADN ribosomal
26S con los cebadores NL1 clamp y LS2.

- Comparar por DGGE el patrén obtenido en las muestras de queso con el obtenido de
cada microorganismo aislado.

- Cortar las bandas mas representativas.

- Clonar y amplificar con los cebadores NL1 y NL4 el dominio D1/D2 del gen ADNr
268S.

- Secuenciar.

- ldentificar por comparacion de secuencias con las base de datos del GenBank.

15.2 Analisis microbiolégico y aislamiento de las levaduras en agar selectivo

Todos los analisis se llevaron a cabo por cuadruplicado.

Se tomaron 15 g de cada queso y se diluyeron en 135 ml de agua peptonada (NOM-110-
SSA1-1994). Preparaciéon y dilucion de muestras de alimentos para su analisis
microbioldgico. La muestra se homogenizé en un Stomacher Seward 400 a velocidad media
durante un minuto.

Los medios utilizados fueron “:

ACP: Agar cuenta en placa. Para recuento de mesofilos aerobios.

Coliblue: Cuenta coliformes.

MEA: Agar extracto de malta.

2 Anexo | “Métodos de cultivo”
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PDA: Agar papa dextrosa.

Para el recuento de mesofilas aerobios, levaduras y hongos se utilizé la técnica cuenta en
placa y para el recuento de coliformes se utilizé la técnica por microfiltracién. (NOM-092-

SSA1-1994; NOM-111-SSA1-1994; Millipore).

Estrada (2007), llevd a cabo el recuento de mesdfilos aerobios y el de coliformes en el
anteproyecto de la tesis. La técnica de microfiltracion consiste en hacer pasar una
suspension a través de un filtro de membrana especial que tiene poros de un tamafo lo
suficientemente pequefio para retener bacterias (0.45um). Posteriormente el filtro se coloca
en un medio sdélido en este caso fue un medio especial conocido como Coliblue 24
(Millipore). Se incuba hasta que cada célula forme una colonia separada. Este medio
permite observar colonias discretas y diferenciar morfocolonialmente a E. coli, de otros
microorganismos coliformes (Estrada, 2007).
Determinaciones:

- Hongos y levaduras:
Cuenta en placa sobre agar papa dextrosa (DIFCO) y en agar extracto de malta (DIFCO),
inoculacion por extension en superficie (0.15mL de indculo de las diluciones 102, 103y 10%).
Las placas se Incubaron durante 5 dias a 24°C. Se seleccionaron las placas que
presentaban entre 10 y 150 colonias.

- Mesodfilos aerobios:
Cuenta en placa sobre agar cuenta en placa (DIFCO), inoculacién por extension en

superficie (0.15mL de indéculo de las diluciones 102, 103y 10*). Las placas se Incubaron

durante 24hrs a 37°C. Se seleccionaron las placas que presentaban entre 25 y 250 colonias
(Estrada, 2007).

- Coliformes totales:
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Para las muestras de queso 1, 2 y 3: Microfiltracion de 10 a 20mL de la dilucion 102. Se
consideraron aquellas placas que presenten entre 10 y 80 colonias.

Para las muestras de queso 4, 5, 6, 7 y 8: Microfiltracién de 5 a 20mL de la dilucién 1072, y
de 50 a 100mL de la dilucién 10°.

Las placas se incubaron durante 24h a 35°C

Se seleccionaron las placas que presentaban entre 10 y 80 colonias (Estrada, 2007).

15.3 Inoculacidén de las levaduras aisladas en agar selectivo (WLN, AT y LDA)

Con el fin de obtener patrones discriminatorios entre las colonias aisladas en los medios
PDA y MEA, se inocularon las colonias de levaduras en diferentes medios detallados a
continuacion:

La composicion de los diferentes medios esta detallada en el Anexo | “Medios de cultivo”.
Medio WLN Wallerstein Laboratory Nutrient Agar (WLN): Fue disehado para observar
poblaciones microbianas para procesos de fermentacion industrial y para bebidas. Este
medio muestra que las principales levaduras encontradas en fermentaciones de vinos
pueden ser distinguidas en base al color o morfologia colonial (Pallmann et al., 2001). Las
colonias previamente aisladas en medio PDA y MEA, y que tenian la misma morfologia se
inocularon en este medio de color azul-verdoso con el fin de observar diferencias entre ellas.
Medio Agar Tributirina (AT). Se utilizé para corroborar la presencia o ausencia de actividad
lipolitica. Se observé la colonia a las 24hr. Las colonias que degradan los triglicéridos
mostraran un halo transparente.

Medio Agar Leche Descremada (ALD). Se utilizé para corroborar la presencia o ausencia de
actividad proteolitica. Se observo la colonia a las 24hr. Las colonias que degradan la
caseina mostraron un halo transparente.

15.4 Metodologia para la extraccion y purificacién del ADN

Se utilizaron dos métodos de analisis de la poblacion de levaduras en los quesos:
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Método dependiente de cultivo: se partié de las levaduras aisladas en agar selectivo a partir
de las muestras de queso.

Método independiente de cultivo: se partié de las muestras de queso directamente.

Para cada método se utilizaron dos diferentes protocolos de extraccion y purificacion de
ADN respectivamente. Posteriormente se compararon los diferentes protocolos con el fin de
optimizar el rendimiento y la eficiencia de la extraccion.

Para la extraccion del ADN se utiliz6 un método mecanico con perlas de vidrio y otro
enzimatico mediante la enzima liticasa para romper la pared celular de las levaduras. Para la
purificacién del ADN se utilizé fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y columnas afines por el

ADN.

Para la optimizacion del método de extraccion y purificacién del ADN directamente del
queso se utilizd la muestra de queso 1. Se comenzé rompiendo la matriz proteica de los
quesos con proteasas con el fin de liberar a los microorganismos embebidos en ésta, se
homogenizé la muestra y se procedié a ciclos de centrifugacion donde se fue eliminando la
grasa de la superficie. Después se procedi6 a la extraccion y purificacion del ADN, utilizando
dos métodos de extraccién (perlas de vidrio y liticasa) y dos de purificacion (fenol-

clorofomo-alcohol isoamilico y columnas de afinidad por el ADN).

A continuacion se muestran los detalles de los protocolos que se siguieron:

OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION Y PURIFICACION DEL ADN:
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Etapa de concentracién de microorganismos para la obtencién del ADN directamente

del queso

Las células de la microbiota del queso a estudiar se encuentran embebidas en la matriz de

éste, principalmente formada por proteinas.

En esta etapa se rompe la matriz del queso en la que estan embebidas las células de la

microbiota formada por bacterias y levaduras principalmente.

Después se homogeniza la mezcla vy finalmente se obtienen las células de donde

extraeremos el ADN.

Metodologia:

1.

S ok w D

10.
11.
12.

13.
14.

15.

Se tomaron 15 gr. de cada muestra de queso en la campana de flujo laminar.

Cada muestra se recolecté en bolsas de stomacher.

Se anadieron 45-50 mL de citrato de sodio a cada muestra.

Se afiadieron 500 uL de proteasas (neutrasa, Novo Nordisk).

Las bolsas de stomacher se incubaron en un bafo de agua a 45 ° C durante 1 hr.

Se homogenizaron las muestras en el stomacher (Stomacher 400 SEWARD) a
maxima velocidad durante 5 min. o mas dependiendo del estado de la muestra.

El contenido de cada muestra se dividio en dos tubos de centrifuga (para equilibrar).
Las muestras se centrifugaron en el rotor JA-20 de la centrifuga Beckman a 3,500
r.p.m. durante 10 min.

Se elimind la capa superior de grasa de la superficie con una espatula o una pipeta
estéril.

Se tomo el sobrenadante y se introdujo en un tubo de centrifuga estéril.

Se centrifugd, en rotor JA-20, a 12,000 r.p.m. durante 10 min.

Se elimind la capa superior de grasa de la superficie con una espatula estéril y el
liquido por inversién. Se limpiaron las paredes del tubo con gasa estéril.

El pellet obtenido se resuspendié en 300 pL de buffer TE pH 8.

El contenido de los dos tubos de centrifuga de cada muestra se mezclé en un mismo
tubo de 1.5 mL.

Las muestras se almacenaron en congelacién. También se puede continuar con el

protocolo de extraccion del ADN.

Preparacién paquete celular para extracciéon del ADN a partir de colonias aisladas de

levaduras
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Se inocularon 1 o 2 asadas de cada colonia en tubos con caldo YPD (10 mL por
cepa) o YM.

Se incuban los tubos 2-3 dias en agitacién a 250 rpm a temperatura ambiente.
También se pueden incubar 18-24 hr a 250 rpm a 30 ° C.

Se centrifugd a 15000 rpm durante 15 min.a4°C

Se eliminé sobrenadante y se lavaron las células 10 mL de agua (desionizada,
filtrada y estéril) agitando hasta Se resuspendié el pellet.

Se centrifugaron las muestras a 15000 rpm durante 15 min.a4°C

Se elimin6 sobrenadante y se lavaron las células afiadiendo 5 mL de agua, agitando
hasta Se resuspendio el pellet.

Se centrifugé a 15000 rpm durante 15 min. a4 ° C.

Se resuspendio el pellet en 1 mL de agua desionizada, filtrada y estéril.

Se continuo la extraccion de ADN. También pueden almacenarse en congelacion

para la posterior extraccion.

Extraccion del ADN por dos diferentes métodos

En esta etapa se rompen las paredes y membranas celulares de los microorganismos

presentes con el fin de poder obtener el ADN.

Extraccion del ADN por método mecanico

1.
2.
3.

Se centrifugd en microcentrifuga a 14,000 r.p.m. durante 10 min.
Se elimin.6 sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur
Se afiadieron 500 uL de buffer de lisis y 200 uL del equivalente en perlas de vidrio
(Glass beads, acid-washed 425-600 uM, SIGMA)
Se agité en vortex a maxima velocidad durante 3 min. para romper las paredes
celulares de las levaduras
Las muestras se incubaron en un bafio de agua a 65 a ° C o también pueden
incubarse termomixer. (30 min.)
Se agitd en vortex a maxima velocidad durante 3 min.

Las muestras se incubaron en un bafio de agua a 65 a ° C o también pueden
incubarse termomixer. (30 min.)
Se agito en vortex a maxima velocidad durante 3 min.

Se anadieron 20 pl de RNasa (20 pyg/mL) e incubar durante 30 min. a 37 ° C

. Centrifugacion en microcentrifuga a maxima velocidad (14,000 r.p.m.) durante 10

min.
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11.

Se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo y estéril.

Extraccion del ADN por método enzimatico

Se afiadieron 70 pl de Liticasa (1000 Ul/mL) para romper los enlaces -1,3 glucosa
de las paredes de las levaduras.

Se agitd con vortex.

Incubar durante 30 min. a 37 ° C.

Se agité en vortex

Se afiadieron 20 uL de Proteinasa K (20 yg/mL)

Se dié un pulso con el vortex

Se incubd en hielo durante 5 min.

Se afiadieron 20 yL de RNasa (20 pg/mL)

Se dio un pulso con el vortex

. Se incubaron las muestras durante 40 min.a 37 ° C
. Se anadieron 10 pL de SDS al 10%

. Se agitd

. Se incubaron las muestras durante 40 min. a 37 ° C

. Las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente

Se centrifugaron las muestras en microcentrifuga a maxima velocidad (14,000

r.p.m.) durante 10 min.

. Se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo y estéril.

Purificacion del ADN por diferentes métodos

Purificacion del ADN mediante Fenol-Clorofomo-Alcohol-isoamilico

1.

Se anadieron a los tubos 2 volumenes de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
24:25:1(viv)
Se agitdo mediante un pulso en vortex (= 30 seg.)

Se centrifugd a 14,000 r.p.m. durante 10 min.

El fenol va a desnaturalizar las proteinas asociadas al ADN.

Tendremos tres fases, la fase organica o fendlica que quedara abajo, la interfase proteinica

y la fase superior donde se encontraran los acidos nucleicos.

4.
5.

Se tomé la fase superior y se transfirid a un tubo nuevo y estéril.

Repetimos los pasos anteriores (1-3) en el caso de que la fase superior esté turbia.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.

Anadimos 1.5 volumenes de cloroformo al 100% (v/v). Esta etapa va a eliminar la
fase fendlica.

Se agitdo mediante un pulso en vortex (=30 seg.)

Se centrifugd a 14,000 r.p.m. durante 5 min.

Se transfirié la fase superior a un tubo de 2 mL nuevo y estéril.

Se afiadieron 0.1 volumenes de acetato de amonio 3M (v/v).

Se agitd en vortex 30 seg.

Se anadieron 2 volumes de etanol frio (-20 °C a 4°C) al 100% (v/v).

Las muestras se almacenaron en congelacion toda la noche.

Se centrifugd 5 min. a 14 r.p.m.

Se eliminé el sobrenadante por inversion.

El pellet obtenido (ADN precipitado) se lavé con 1 mL de etanol al 70% (almacenado
en refrigeracion) adicionandolo lentamente por las paredes del tubo. Se centrifugo a
14,000 r.p.m. durante 5 min. y Se descarté por inversion el etanol

El pellet se dejo secar unos 30 min.

La pastilla de ADN (pellet) se diluyé en 1000 pL de agua filirada desionizada estéril.
Los tubos se incubaron a 55 ° C durante 15 min.

Las muestras se almacenar en congelacion para su posterior uso.

Purificacion del ADN mediante columnas de afinidad por el ADN

Para este método se siguieron los protocolos especificados en los kits comerciales (High
Pure PCR Product Purification Kit. Roche Applied Science; Kit Stool. QIAGEN)

1.

© ® N o g bk~ 0D

10.
11.
12.

Se transfirié el ADN a un tubo estéril de 1.5 L.

Se anadieron 500 pL de buffer de union (buffer binding)
Se mezcl6 bien

Se pasé la mezcla a la columna.

Se centrifugd a 13,000 xg. durante 1 min.

Se descartd el eluido

Se anadieron 500 pL del buffer de lavado (Wash buffer 1X)
Se centrifugd a 13,000 xg. durante 1 min.

Se descartd el eluido

Se anadieron 200 pL del buffer de lavado (Wash buffer 1X)
Se descarté el eluido

Se colocé la mezcla en un tubo nuevo y estéril de 1.5 pL
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13. Se afiadieron 50 uL de buffer de elucién a 60 ° C o agua en el caso de que se vaya a

secuenciar
14. Se centrifugé a 13,000 xg. durante 1 min.

15. La muestras se almacenaron en congelacioén para su posterior uso

Nota: Para el método de extraccién Liticasa + Perlas, al pellet obtenido a partir de los
lavados de las células se le afiadié liticasa y se incub6 como en los anteriores casos,
después se centrifugd (14000 r.p.m 10 min.), se eliminé el sobrenadante y el pellet obtenido
se resuspendié con buffer de lisis, después se afnadieron las perlas y se hizo la extraccion
tal y como se especifica en el protocolo mecanico.

Una vez optimizado el protocolo de extraccion y purificacion del ADN para los dos diferentes
métodos (dependiente e independiente), se procedid a la extraccion y purificacion del ADN

de las muestras a estudiar.

15.5 Determinacion de la concentraciéon y pureza del ADN total
Para determinar la concentracion y pureza del ADN obtenido por los diferentes protocolos se
midié la absorbancia a 260 nm y a 280 nm. Con estas determinaciones se evalué el grado
de pureza y la concentracion (ng/uL o ug/mL) del ADN extraido. El indice de pureza se midié
a partir del cociente Azso/azso. Para un indice de pureza optimo el valor del cociente debe
estar en un intervalo de 1.7-2.0. El valor de concentracién del ADN se calcul6 a partir de la
medida de absorbancia a 260 nm, aplicando la relacién (ley de Lambert-Beer):

[ADN] pg/mL = Aso* 50 ug/mL*factor de dilucion
Los 5001 yg/mL corresponden a la conversion espectrofotométrica de una unidad de ADN de
doble cadena.
Para observar graficamente la calidad del ADN se hizo un barrido del ADN total de las

muestras de queso. Un pico en 260 nm indica que el ADN tiene una calidad éptima.
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15.6 Cebadores utilizados para la amplificacion por PCR del ADN obtenido del queso
Cotija por el método dependiente e independiente de cultivo.

Dependiendo de la regidon a amplificar y la posterior aplicacion se utilizaron diferentes
cebadores. A continuacién se muestran los cebadores utilizados:

Tabla 6. Cebadores utilizados para las diferentes reacciones de PCR

Regién Cebado Tamaiio
amplificada . del L .
- r/ Secuencia - Aplicaciéon | Referencia
O secuencia . amplicon
blanco sentido aprox
prox.
*5’GCG GGC CGC GCG ACC
NL1 GCC GGG ACG CGC GAG
D1/D2 del clamp CCG GCG GCG GGC CAT Cocolin et
ADN 26S (Directo) | ATC AAT AAGAgGG AGG AAA 250 pb DGGE al., 2000
LS2 5ATT CCC AAA CAACTC
(Inverso) GACTC
NL1 5'GCATATCAATAAGCGGAG
D1/D2 del | (Directo) GAAAAG 500 ob S’;‘(fﬁ':e’ri’i;’d Lopandic
ADNr 26S NL4 5GGTCCGTGTTTCAAGACG P on et al., 2006
(Inverso) G
ITS1 5. Fernandez-
(Directo) | TCCGTAGGTGAACCTGCGG | *00900Pb | RFLE | Espinar ef
ITS —
ITS4 5. Fernandez-
(Inverso) | TCCTCCGCTTATTGATATGC | 400-900pb | RFLP Eas;p'gg[)gt

* Nota: La secuencia grapa para DGGE aparece en la secuencia directa del cebador en

negrita.

15.7 Programas del termociclador para la amplificaciéon por PCR

A continuacion se muestran los diferentes programas para el termociclador Perkin Elmer
2400, dependiendo del par de cebadores, las referencias son las mismas que las de la Tabla
6.

Tabla 7: Programa del termociclador para cebadores NL1 clamp y LS2
(Cocolin et al.,2002).

Ciclo Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 °C 5 min
Desnaturalizacion 95 °C 1 min

2-29 Alineamiento 52 °C 45 seg
Extension 72 °C 1 min
30 Extension final 72 °C 7 min
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Tabla 8: Programa del termociclador para cebadores NL1y NL4
(Cocaolin et al. 2002).

Ciclo Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 95 °C 5 min
Desnaturalizacion 94 °C 1 min

1-40 Alineamiento 555 °C 2 min

Extension 72 °C 2 min
Extension 72 °C 10 min

Tabla 9: Programa del termociclador para cebadores ITS1 y ITS4
(Fernandez-Espinar et al., 2000).

Temperatur
Ciclo Etapa a Tiempo
Desnaturalizacio
n inicial 95 °C 12 min
Desnaturalizacio
n 94 °C 1 min
Alineamiento 52 °C 2 min
1-30 Extension 72 °C 2 min
Extension final 72 °C 7 min

15. 8 Volumenes y concentraciones de los reactivos para la PCR.
Para la amplificacion del dominio D1/D2 del ADNr 26S se siguié el método propuesto por
Cocolin et al. (2002). Los reactivos utilizados fueron los cebadores especificados

anteriormente 0.2 mM, dNTP’s 0.2 mM (marca US Biological), el cofactor MgCI2 2.5 mM, el

Buffer 1X, la polimerasa Taq platinum 5U/50uL (Invitrogen) y el ADN molde 25 ng/uL.

Para la amplificaciéon de la region ITS se siguid el método propuesto por Fernandez-Espinar
et al., (2000). Los reactivos utilizados fueron los cebadores especificados anteriormente 0.2
mM, dNTP’s 0.2 mM (marca US Biological), el cofactor mas el buffer 1X, la polimerasa pfu

1.25 U/50uL (Fermentas) y el ADN molde 25ng/pL.
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15.9 ARDRA y RFLP

Se sometieron a restriccion con endonucleasas los amplicones obtenidos a partir del ADN

de las diferentes cepas puras obtenidas por el método dependiente de cultivo.

Para el analisis de la regién 26S (ARDRA) de los diferentes amplicones se buscé en la base
de datos Genbank secuencias del gen ribosomal 26S de levaduras que cominmente se han
encontrado en los quesos. Estas secuencias y las secuencias de las cepas de referencia
Yarrowia lipolytica y Candida zeylanoides que provienen del queso Cotija aisladas en
estudios anteriores (Garcia, 2006), se ingresaron en el programa informatico Map Draw del
paquete DNA Star. Se analizaron los patrones obtenidos y se escogieron las 3 enzimas

de restriccidn que mayor numero de secuencias cortaron dando fragmentos diferenciales.

Para el andlisis de la region ITS (RFLP) se utilizaron los cebadores ITS1 y ITS4, la
amplificacion de esta region da lugar a amplicones de diferente tamafo segun el género y/o
especie, se han reportado fragmentos desde 400 hasta 900 pb. Los amplicones obtenidos
se sometieron a digestion con las endonucleasas Haelll, Hinfl y Cfol segun lo reportado por

Esteve-Zarzoso et al,(1999).

Las condiciones de la reaccién para 20 ul fueron (Bloch, 1995):
- 0.1-4 ug de ADN en H:O o bufferTE.
- 2 Jl de buffer de restriccion 10X.
- 1a5Ul/g ADN de enzima de restriccion (0.1-0.5 L)
- Incubar la mezcla durante 3 hr. a 37° C.

- H.O desionizada filtrada y estéril c.b.p. 20 pL
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15.10 Montaje de la técnica de DGGE

El equipo que se utilizé para la técnica es Bio-Rad Dcode Universal Mutation Detection
System siguiendo el procedimiento descrito por Muyzer et al, (1993):

(a) Elaboracion del gel con gradiente perpendicular al campo eléctrico

Es necesario optimizar el gradiente desnaturalizante en el que se va a trabajar con el fin de
obtener la mejor separacion de bandas posible. Para ello se hace una electroforesis
perpendicular al gradiente desnaturalizante, éste va incrementando de izquierda a derecha.
Se prepara un gradiente desnaturalizante de menor 0%-20% a mayor 80%-100 %
concentracion de desnaturalizante (composicion en el Anexo II” Soluciones reactivos”).

El gel se prepara con poliacrilamida al 8%, 40 % Acrilamida/Bis (37.5:1), concentracion
optima para el tamano de nuestros fragmentos (= 250 pb.)

La muestra es una mezcla de los productos amplificados por PCR junto con buffer de carga
(composicion en el Anexo 1) y es aplicado a lo largo de toda la anchura del gel. Hay que
tener en cuenta que el peine utilizado en este gel es de un solo “pocillo” que abarca toda la
anchura del gel.La electroforesis dura de 2-3 horas a 200 voltios.

Segun la curva sigmoidea obtenida se escogié el gradiente 6ptimo que corresponde a los
valores intermedios de desnaturalizacion de los fragmentos de dsADN amplificados por PCR
(amplicones).

(b) Elaboracion del gel con gradiente paralelo al campo eléctrico:

Se hizo el gel paralelo de poliacrilamida preparando cada solucion (menor y mayor
gradiente) por separado con el gradiente 6ptimo obtenido a partir del gel de DGGE
perpendicular.

La poliacrilamida preparada con la formamida y la urea se almacenan en el refrigerador (4 °
C) y tiene un mes de caducidad.

En este gel se utiliza el peine con varios pocillos, en cada uno se pondra una muestra

diferente (amplicon) junto con el buffer de carga (Anexo II).
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15.11 Estudio de la huella génica, secuenciacion e identificaciéon de las levaduras:

Se estudio el perfil de la poblacion de levaduras representadas por las diferentes muestras
de queso y por las levaduras aisladas. Se escogieron para la secuenciacion las levaduras
que se consideraron mas representativas en la diversidad de la poblacién de éstas.

Para las levaduras obtenidas por el método dependiente de cultivo y que son exclusivas de
éste o bien tenian correspondencia con las levaduras obtenidas por el método
independiente por el patron de migracion en el DGGE, se amplifico el ADN con los
cebadores NL1 y NL4. Los productos de la reaccion de PCR se corrieron en un gel de
agarosa al 2.5% y se corté la banda que correspondia a 600 pb. La banda se purificé con el
Kit Pure PCR Product Purification de Roche, el ADN obtenido se concentré (concentrador
DNA plus Heto VR-Mini) para obtener una concentracion aproximada de 10 ng/uL y se
secuencio.

Para las levaduras que se obtuvieron exclusivamente por el método independiente (PCR-
DGGE), las bandas se escindieron con una cuchilla estéril y se incubaron con 50 uL de agua
desionizada filtrada estéril, pH 8.0 a 37 °C durante 1 hr. Posteriormente se almacenaron
durante 24 hrs. a 4 °C (Ausubel et al., 2005; Gafana et al., 2005). EI ADN se concentro
(concentrador DNA plus Heto VR-Mini) para obtener una concentracién aproximada de 10
ng/UL. Con el fin de asegurar que el ADN escindido de las bandas del gel de DGGE
pertenecian a un unico microorganismo se procedié a la clonacién del ADN. Se emple¢ el
Kit comercial TOPO TA Cloning for Sequencing, Invitrogen, basado en la actividad
tranferasa que tiene la enzima polimerasa Taq, la cual adiciona un residuo de
deoxiadenosina (A) en el extremo 3’ terminal, generando asi un extremo cohesivo para el
producto de PCR. El vector del kit lleva en el extremo terminal 3 un residuo de
deoxitimidina, esto hace posible la hibridacion entre el producto de PCR y el vector
linearizado. La transformacion se da en células de E. coli. Para la seleccion de
transformantes positivas, el vector contiene genes de resistencia a antibiéticos (Kanamicina

y Ampicilina). También contiene un gen letal (ccdB) para las células de E. coli, éste se
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encuentra fusionado al extremo terminal del fragmento LacZa. La ligacién del producto de
PCR en el vector interrumpe la expresién del LacZa-ccdB, lo que permite que crezcan

unicamente las recombinantes positivas.

La secuenciacidon se realizé por electroforesis capilar en el equipo ABI PRISM® 3100
Genetic Analyzer de Applied Biosystems, en el instituto de Fisiologia celular, UNAM.

La identificacion se llevé a cabo mediante la comparacion de las secuencias con las base de
datos de Genbank del Nacional Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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RESULTADOS Y DISCUSION:

16.Analisis microbiolégico para la determinaciéon de la calidad general de las ocho
muestras de queso Cotija.

En la Tabla 10 se muestra el resumen del analisis microbioldgico (se llevé a cabo con 4
réplicas).

Tabla 10: Analisis microbiolégico de las muestras del queso Cotija

Meséfilos Coliformes totales | Levaduras | Hongos
aerobios (UFC/g) (UFCl/g) (UFClg) (UFCl/g)
858,333 >800" (v.e) 1113
Queso 1 (568.93) (5=0) (5770) <67
Quecoz|  (©)5.900 10 (v.e.()61),333 -
2,167 5 (v.e.) 300
Queso 3 (5707) 60 (5 141) <67
15, 591 260°
Queso 4 (54.161) (389) (v.e.) 6670 <67
48,333 (v.e.) 22 25,000
Queso 5 (59,300) (511) 614,613) | <97
93,333 v.e) 12 (V.. 2, 283
Queso 6 (528, 216) (56.8) (3 1,215) <67
94,833 (v.e) 16 60,833
Queso 7 (529, 446) (5 3.5) (512,782) <67
(v.e.) 2,667 (v.e.) 16
Queso 8 (5 943) (5 3.46) (v.e.) 667 <67

Estos resultados se tomaron del recuento en las placas con agar MEA, ya que en las placas
con agar PDA, aun siendo selectivo para levaduras, no hubo crecimiento de
microorganismos salvo en las muestras 6 y 7 donde se obtuvo una cuenta de levaduras de
3.7 y 1.8 1og10 (UFC/g queso) respectivamente.

El recuento de mesofilos aerobios y de coliformes totales lo realizé Estrada (2007). El
recuento de coliformes se hizo mediante la técnica de microfiltracion (Millipore con el medio

de cultivo Coliblue24).

'Se encontraron colonias representativas de E. coli (4 UFC/g)
2 Se encontraron colonias representativas de E. coli (28 UFC/g)

* Se encontraron colonias representativas de E. coli (1 UFC/g)
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El resultado del recuento mostré correspondencia con otros datos obtenidos en el mismo
grupo de trabajo. El valor promedio del recuento de mesdfilos aerobios, coliformes totales,
hongos y de levaduras para 10 muestras de queso Cotija genuino fue de 3-6 de log10
(UFC/g), <10 hasta 400(UFC/g), < 67, y de < 67(UFC/g) hasta 5 log10 (UFC/g),
respectivamente (Cortés, 2007; Estrada, 2008).

La Secretaria de Economia esta trabajando en un proyecto (Anteproyecto de Normas
Sanitarias) para la resoluciéon de una norma sobre alimentos lacteos artesanales mexicanos
entre los que se encontraria contemplado el queso Cotija. Este anteproyecto hasta ahora

establecio que el recuento maximo de coliformes fecales debe ser coliformes 50 NMP/g.

Las ocho muestras de queso analizadas en este proyecto, tienen por o menos tres meses
de maduracién. En este tiempo la cuenta de coliformes, que pueden provenir de diferentes
fuentes pero sobretodo de la leche cruda, va disminuyendo hasta valores muy bajos, el
queso sera microbiolégicamente seguro para el consumo. La cuenta de coliformes sera
indicativa de la calidad higiénica del queso, pero podran haber otros patdgenos no
coliformes que no son aceptables para la calidad y seguridad del alimento (ejemplo:
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,...). En este estudio se hizo el conteo de

coliformes, mesdfilos aerobios, levaduras y hongos para determinar la calidad del queso.

Por otro lado la técnica de microfiltracion resulté ser mas sensible que la del nimero mas
probable (NMP). Segun los estudios de Estrada (2007), la técnica del nUmero mas probable
(NMP) subestima la cantidad de coliformes totales en un orden de magnitud de 10.

En cuanto al queso 1, la calidad higiénica no es aceptable, el numero de coliformes es
muy alto e incluso se observaron colonias tipicas de E.coli. La higiene en la elaboracion
seguramente no fue adecuada.

También en el queso 3 y 4, aun teniendo una cuenta baja de coliformes, se encontraron

colonias tipicas de E.coli. En este punto hay que tener en cuenta que la técnica de
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microfiltracion es mas sensible que la del NMP vy por tanto podrian considerarse a las
muestras con calidad higiénica aceptable.

En los quesos 2,5, 6, 7 y 8, los coliformes estan dentro del intervalo de calidad higiénica.
17. Descripcion morfologica de las colonias de levaduras obtenidas a partir de la
inoculacion de muestras de queso en medios de cultivo selectivos:

Se aislaron 59 colonias, de las cuales se trabajé con 31, ya que las restantes se
contaminaron con hongos filamentosos y no se pudieron purificar. Las colonias obtenidas a
partir del queso 1 se descartaron ya que presentd un analisis microbioldégico no aceptable.
Las colonias aisladas de los quesos 2 y 3 se contaminaron con hongos y no se pudieron
purificar.

De acuerdo con lo descrito en el punto 15.2 para el método dependiente de cultivo se
inocularon las muestras de queso en diferentes medios solidos.

En la Tabla 12 se describen los medios en los que fueron aisladas las diferentes colonias
de levaduras. Para corroborar si tenian o no actividad lipolitica y proteolitica se sembraron
las colonias en los medios TA (Agar tributiina) y ALD (Agar leche descremada)

respectivamente.
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Tabla 12. Descripcion morfocolonial de las levaduras aisladas del queso Cotija

M.cr:?;%zr:smo Medio cultivo Queso p‘:‘gtt:gggga Actividad Lipolitica
1 MEA 4 NO Si
2 MEA 4 NO Si
9 PDA 5 NO Si
10 MEA 5 NO Si
12 MEA 5 NO NO
13 PDA 5 - Si
14 PDA 7 NO Si
15 PDA 7 NO Si
16 PDA 7 NO Si
17 PDA 7 NO Si
18 MEA 7 NO NO
20 MEA 7 NO NO
22 PDA 7 NO Si
27 PDA 8 NO Si
29 PDA 8 Si Si
37 MEA 6 - Si
40 MEA 6 NO Si
42 MEA 6 Si Si
43 MEA 6 NO -
44 MEA 6 Si NO
45 MEA 6 NO Si
46 PDA 6 NO Si
47 MEA 6 NO Si
49 MEA 6 NO Si
53 PDA 6 Si Si
54 MEA 6 NO Si
55 MEA 6 NO NO
57 PDA 6 NO Si
58 PDA 6 Si Si
60 MEA 1 NO Si
62 PDA 1 Si Si

- No se realizé la prueba
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La caseina, proteina principal de la leche, se degrada por accién de las proteasas. La
actividad proteolitica de los microorganismos es importante en el desarrollo del sabor y
aroma de los alimentos. La actividad lipolitica también es importante para la formacion de
aromas y sabores en los alimentos (Marilley and Casey., 2003).

En todas las colonias a las 72 hr se observd actividad lipolitica. Las colonias donde se
observd actividad a las 24 nos indican que su primera fuente de energia son los

triacilgliceridos, éstas se tomaron como positivas en la Tabla 12.

Con el fin de encontrar otras diferencias morfolégicas entre las colonias, estas se
resembraron en medio WLN

Morfologia WL: Las colonias que previamente habian crecido en los medios sélidos PDA
(Agar papa dextrosa) y MEA (Agar extracto de malta), que presentaron la misma morfologia
colonial se inocularon en este medio de color azul-verdoso con el fin de observar diferencias
entre ellas. Se describen las diferencias que hay en el crecimiento de los diferentes medios,
por ejemplo hay algunas colonias que se tifien (azul-verde) total o parcialmente y otras que
no lo hacen. También algunas presentan diferencias en la morfologia cuando crecen en este
medio (WLN) respecto al crecimiento previo en los otros medios, PDA y MEA (Pallmann et
al., 2001).

Para tener una referencia se trabajoé con dos cepas de levaduras aisladas del queso Cotija
en un estudio hecho dentro del mismo grupo de trabajo. Estas levaduras fueron identificadas
como Yarrowia lipolytica y Candida Zeylanoides. Estas cepas tienen actividad lipolitica y

fueron aisladas en medio PDA (Garcia, 2006).

En la Figura 11se muestran las morfologias coloniales obtenidas.
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Figura 11. Morfologia colonial en medio WLN (Wallerstein Laboratory Nutrient). Se muestran las colonias de levaduras con los nimeros 40, 29, 53, 57,
43, 20,15, 27,49, 18 y 57
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Se agruparon las colonias segun las diferentes morfologias coloniales presentadas.

Tabla 13. Agrupamiento de las colonias segtin la morfologia colonial en medio WLN.

Grupos
morfocoloniales WLN

Agrupamiento de los
microorganismos aislados segun la
morfologia

Descripciéon morfocolonial

1,2,10,12,14, 18, 20, 22,40, 43, 46,

A 47, 49, 54, 55, 61* Tincién parcial. Color blanco.
B 9 Tincion parcial. Color beige-
grisaceo, un poco traslucida.
c 13, 15,16, 17 Tincion parcial, color beige claro,
presenta mayor textura
D 27 Tincidbn homogénea, mucha
textura
No se tifie. Blanca, rugosa, mucha
E 29
textura
F 42,44, 53, 57, 58, 62 No se tifie. Blanca-grisacea.
G 59* No se tifie. Beige. Aspecto

filamentoso

*Garcia, 2006. Cepas de referencia.

Al microorganismo aislado con la clave 60 no se le realizé esta prueba, ya que tenia una

morfologia colonial exclusiva en el medio MEA.

Se obtuvieron 7 diferentes morfologias coloniales en el medio WLN. En algunos casos los

grupos morfocoloniales en medio WLN no coincidieron con las actividades lipoliticas y

proteoliticas detectadas.

18. Optimizaciéon del método de extraccion y purificacion del ADN a partir de los

microorganismos aislados en medios selectivos. Prueba de PCR.

Se partié del paquete celular para llevar a cabo los diferentes protocolos de extraccion y

purificacion.

En la Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 13: Métodos de extraccion y purificaciéon del ADN a partir de cepas puras de levaduras
aisladas del queso Cotija. FCA: Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico (24: 25:1); Columnas (High
Pure PCR Product Purification Kit. Roche Applied Science; Kit Stool. QIAGEN).

Micro9rganismo Método.c’ie Mé_tc_>do _d’e A260/A280 Ing/ul]
aislado extraccion purificacion

2 Perlas Columnas 1.625 29
38 Perlas Columnas 1.55 13.5
9 Perlas Columnas 1.15 9.55
9 Liticasa Columnas 1.42 5.5
15 Perlas FCA 1.98 809
18 Liticasa + Perlas FCA 2.1 2629.00
38 Liticasa + Perlas FCA 1.87 63.58
37 Liticasa FCA 1.19 1190.00

Para el método de extraccion los dos métodos, perlas y/o liticasa, se consideraron éptimos.
El ADN extraido a partir de los microorganismos aislados, que presenta una calidad 6ptima
y un buen rendimiento (concentracion 6ptima de ADN) es el que ha sido extraido y
purificado con perlas de vidrio y/o liticasa y con Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico.

Se debe tener en cuenta que la optimizacion de la extraccidon y de la purificacién se ha
hecho con diferentes microorganismos aislados, por tanto se observan variaciones en las
concentraciones de ADN, aunque se consideran dentro de un intervalo 6ptimo para las
extracciones purificadas con fenol-cloroformo.

Basandonos en los resultados anteriores, para la extraccion de ADN a partir de los
microorganismos aislados utilizaremos cualquiera de los dos métodos, bien el enzimatico o
bien el mecanico. Sin embargo se utilizé el método mecanico ya que el protocolo a seguir es
mas corto que el enzimatico. En la Tabla 14 se muestran los resultados de la extraccion y

purificacion del ADN de las diferentes cepas puras:
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Tabla 14: Extraccion y purificacion de ADN a partir de cepas puras mediante el método de
extraccion y fenol-cloroformo-alcohol isoamilico.

Aislado Ao Azso (in d’::”:;‘:‘;za) [ng/uL]
1 0.71 0.33 2.15 710
2 0.43 0.20 2.08 430
9 0.39 0.19 2.05 585
10 0.58 0.27 2.15 870
12 0.32 0.15 2.13 480
13 0.43 0.21 2.05 645
14 0.88 0.39 2.26 1,320
15 1.03 0.52 1.98 1,066
17 0.47 0.236 1.99 470
18 0.46 0.215 2.14 690
18 1.09 0.52 2.1 2,608
20 0.82 0.37 2.22 1,815
22 0.215 0.106 2.03 215
27 0.71 0.33 2.15 1,191
29 0.16 0.076 2.11 240

37 0.88 0.43 2.05 880
38 0.13 0.072 1.81 32.5
40 0.56 0.26 2.15 840
42 0.15 0.079 1.9 225
44 0.02 0.005 4 30
45 0.15 0.068 2.21 225
47 0.7 0.32 2.19 1,050
49 0.84 0.39 2.15 1,710
53 0.128 0.059 2.17 192
54 0.98 0.42 2.33 1,470
55 0.4 0.19 2.11 600
58 0.129 0.0659 1.96 129
59 0.064 0.038 1.68 96
60 0.018 0.0103 1.75 27
61 0.045 0.023 1.95 12.12
62 0.086 0.0791 1.02 80.6

Para confirmar que el ADN es de calidad se hizo una reaccién de PCR, los resultados se
muestran en la Figura 12.

Los cebadores utilizados fueron NL1clamp y LS2 que amplifican una region de = 250 pb.

Posgrado en Ciencias Bioquimicas 9



Resultados y discusion

PM Bx@2 @2 3 10 12 A4

FM 12 27 zB E‘IJEAME!E

ki

Figura 12: Amplicones de las cepas puras a partir del ADN obtenido mediante el método de
extraccion y fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Cebadores utilizados NL1clamp y LS2. Agarosa
al 2% (p/v) con 1 ug de BrEt y buffer TAE 1X. Patron de peso molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA
Ladder. Electroforesis durante 85 min. a 85V. Transiluminador UV para la visualizacion (ColePalmer).

PM: Patron de peso molecular; Be: Blanco de la reaccion; Q2: Amplicon del queso 2 por duplicado.

Control positivo; 9, 10, 12, 14, 18, 27, 38, 61, 42, 44, 43: Amplicones provenientes de los
microorganismos aislados

19. Optimizacion del método de extraccion y purificacion del ADN a partir del queso.
Prueba de PCR.

Para la optimizacion del método de extraccion y purificacion del ADN se utilizd la muestra de
queso 1. Se comenzd rompiendo la matriz proteica de los quesos con proteasas con el fin
de liberar a los microorganismos embebidos esta, se homogenizo la muestra y se procedié a
ciclos de centrifugacion donde se fue eliminando la grasa de la superficie. Después se
procediéo a la extraccion y purificacion del ADN, utilizando dos métodos de extraccion
(perlas de vidrio y liticasa) y dos de purificacion (fenol-clorofomo-alcohol isoamilico y

columnas de afinidad por el ADN).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Concentracién y pureza del ADN del queso 1.

. Método Método Az | Az | Azeo/Az | Ng/p | ug ADN/ g
Método Ayt i ..
extraccion purificacion 0 0 0 | muestra
C e Columnas 061] 04
1 Enzimatico (Roche) 3 y 1.54 94.5 9.45
2 Enzimatico FCA 043 Oé“ 081 | 51 5.10
. Columnas 0.8]04 124.
3a Mecanico (Qiagen) 3 9 1.69 5 12.40
- Columnas 0.9
3b Mecanico (Roche) 4 0.5 1.88 188 18.80

10
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4 Mecanico FCA 061041 457 | o9 9.9

Del ADN total de las diferentes muestras del queso 1 se tomé un barrido de 200-300 nm
para observar graficamente la calidad del ADN por los diferentes métodos aplicados segun

la Tabla 15, los resultados del barrido se muestran en la Figura 13:

T T T T 1
200 220 240 260 280 300
nm

Figura 13. Absorbancia muestras queso 1.

Los resultados obtenidos en las extracciones y purificaciones por el método de extraccién
del ADN con perlas de vidrio (mecanico) y purificacion de éste mediante columnas (Roche y
Qiagen) se obtiene una mayor concentraciéon de ADN y también una relacién de A260/A280
(indice de pureza) mas alta, este valor cuando es mayor de 1.5 nos indica que tiene una
pureza de ADN o6ptima. En la extraccion y purificacion del ADN por el método 2 se obtiene la
menor concentracion de ADN y el menor indice de pureza (< 1) comparado con los demas
métodos. En el caso de la purificacion mediante columnas de afinidad por el ADN marca
comercial Roche la relacién de pureza es mas alta que la relacién obtenida con las
columnas Qiagen.

Para corroborar estos resultados se hizo una reaccion de amplificacion de PCR, los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 14.

11
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B1 2 P 3Q3R 4

200 pb e

Figura 14. Amplificacion de las muestras
del queso 1

Cebadores utilizados NL1clamp y LS2.
Agarosa al 2% (p/v) con 1 ug de BrEt y
buffer TAE 1X. Patrén de peso molecular
O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder.
Electroforesis durante 85 min. a 85V.
Transiluminador UV para la visualizacion

(ColePalmer)

La amplificacion confirma los resultados anteriores aunque las bandas son muy tenues se
observa la banda 3R mas intensa. La muestra obtenida por el método 2 (enzimatico-Fenol
cloroformo) no amplificé confirmando asi los resultados observados anteriormente.

Cabe senalar que las columnas de la marca Roche estan recomendadas para la purificacion
de productos con un volumen pequefio (productos de PCR) pero funcioné correctamente
para la purificacion del ADN total obtenido en cada muestra del queso donde se parte de
volumenes mayores.

Una vez que se confirmd que el método 6ptimo de extraccion del ADN es el mecanico
(perlas de vidrio) y el de purificacién por columnas para las muestras del queso 1 se
aplicaron estas metodologias a las demas muestras de queso.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 16:

12

Posgrado en Ciencias Bioquimicas 12



Resultados y discusion

Tabla 16. Resultados calidad y rendimiento del ADN de las muestras de los 8 diferentes quesos

a estudiar
Muestra | Azo | Azso | Azeo/Azo | Ng/l | uig ADN/g muestra

Q1 0.63 | 0.41 1.54 94.5 9.45
Q2 0.97 | 0.42 2.31 145.5 14.55
Q3 04 [ 0.5 0.8 80 8.00
Q4 0.95 | 0.49 1.94 142.5 14.25
Q5 0.69 | 0.42 1.64 103.5 10.35
Q6 0.17 | 0.08 2.13 24.06 2.40
Q7 0.94 | 0.36 2.61 141 14.1

Q8 0.88 | 0.34 2.59 132 13.2

Del ADN total de las diferentes muestras del queso se tomé un barrido de 200-300 nm de
absorbancia para observar graficamente la calidad del ADN, los resultados del barrido se

muestran en la Figura 15:

i

200 210 220 230 240 250 260 210 280 290 300
W
Figura 16. Barnd o 200- 300nme nussiras 1-8

Figura 15: Barrido 200-300 nm de las muestras de queso. Método de extraccion del ADN mediante
piedras de vidrio (mecanico) y purificacién por columnas de la marca comercial Roche con afinidad
por el ADN. Los resultados son congruentes con la calidad y la concentracion del ADN mostrados en
la Tabla 16.

A continuacién se hizo la reaccion de amplificacion por PCR de las diferentes muestras de
queso. No se obtuvo la amplificacion por lo que se hizo otra reaccion de PCR agregandole
albumina sérica bovina (ASB o BSA). La ASB actua en la reaccion de PCR como

secuestrador de posibles inhibidores de la polimerasa (Friedrich et al.,1997)

Posgrado en Ciencias Bioquimicas 13
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Los resultados se observan en la Figura 16:

Figura 16. Amplicones de las muestras de queso. Los nimeros mostrados en las fotos
representan cada muestra de queso (Q1-Q8). Gel de agarosa al 2% (p/v) con 1 ug de BrEt y buffer
TAE 1X. Electroforesis durante 85 min. a 85V. Transiluminador UV para la visualizacion (ColePalmer)

Todas las muestras amplificaron, aunque algunas muy tenues (4 y 5), esto pudo haberse
debido a los diferentes origenes de las muestras de queso o a las diferentes
concentraciones de levaduras de cada muestra. Algunas muestras de queso mostraron una
mayor intensidad en las bandas, esto puede deberse a una mayor concentraciéon de ADN
de levaduras. También se puede discutir que, aun partiendo de una calidad y pureza de
ADN optima, probablemente hayan compuestos que inhiben parcialmente la reaccion de
PCR. Este fendmeno de interferencia en la reaccién de amplificacion por inhibidores se ha
visto frecuentemente en la amplificacion de ADN extraido directamente de matrices

complejas como la de los alimentos. (Friedrich et al., 1997)
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20. Analisis de restriccion de la region 26S (ARDRA) y 1a ITS (RFLP)

- Para el analisis de la region 26S (ARDRA) se amplificé el dominio D1/D2  con los
cebadores NL1 y NL4 dando un amplicén de aproximadamente 600 pb.

Se sometieron a restriccion con endonucleasas los amplicones obtenidos a partir del ADN
de las diferentes cepas puras obtenidas por el método dependiente de cultivo.

Como primera aproximacién se hizo un analisis ‘in silico” para saber qué enzimas de
restriccion (disponibles en el laboratorio) podrian generar fragmentos diferenciados. Para
ello se buscaron secuencias del gen ribosomal 26S de levaduras, que comunmente se han
encontrado en los quesos, en la base de datos Genbank. Estas secuencias y las
secuencias de las cepas de referencia Yarrowia lipolytica y Candida zeylanoides que
provienen del queso Cotija aisladas en un estudio anterior (Garcia, 2006), se ingresaron en
el programa informatico Map Draw. Se analizaron los patrones obtenidos (Tabla 16) y se
escogieron las 3 enzimas de restriccidon que mayor nimero de secuencias cortaron dando

fragmentos diferenciales

La Tabla 16 muestra el patron de restriccion que se obtuvo a partir de dicho analisis. Solo se

muestran las enzimas que al menos generaron un sitio de corte

Posgrado en Ciencias Bioquimicas 15
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Tabla 16: Analisis previo “in silico” al estudio ARDRA. Analisis del dominio D1/D2 del gen 26S del
ADNr de secuencias obtenidas en la base de datos NCBI (The National Center for Biotechnology
Information) y de secuencias de referencia (*Garcia, 2006).

Posgrado en Ciencias Bioquimicas

Yarrowia lipolytica Candida zeylanoides Debaryomyces hansenii
(250pb)* (580 pb)* (587 pb)
n° Sitio N (pb) n° Sitio/s N (pb) n° | Sitio/s N (pb)
corte | de | fragmento | corte de fragmento | cort de fragmento
S corte S S corte S e corte S
424p 424 425 425
Haelll — — — 1 b 156 — pb 162
151p 152p 153p
b 151 b 152 b 153
156p 5 199p 47 200p 47
Hinf | 2 b 94 2 b 381 — b 387
355p
b
363p 364p 355
b 363 b 9
553p 190 384p 20
Sau3Al — — — 2 b 27 3 b 203
511p 511 512p 512
Xbal — — — 1 b 69 — b 75
Cryptococcus albidus Kluyveromyces
(412 pb) marxianus (545pb) Rodhotorula sp. (594 pb)
n° Sitio/ n° Sitio/ n° Sitio/
corte | sde N (pb) cort | sde N (pb) cort | sde N (pb)
S corte | fragmentos e corte | fragmentos e corte | fragmentos
BamHI — — — 1 172 — — — —
191
Ecorl | 1T | 19 321 i - - | 3 -
405p
1 | 59 o9 1 | 402 402 2 | D o7
353 143 462p 132
Haelll b
10b2p 100 156 18b8p 188
2 | 152 25600 2 | 203 156 2 | 480p fﬁ’i
Hinf | b b
488
Pvall | ~ | ~ - i 57 i -
32
Sacl i - o - T % 562
370p | 370 172, 172
1 b 42 2| 367 195 - | - -
Sau3Al 178
35
Xbal 1 3P| 377 - | - - - | - -
16
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Con base en estos resultados los diferentes amplicones se sometieron a digestion con las
endonucleasas Haelll, Hinfl y Mbol (Sau3Al) porque son las que cortaron, mayor nimero de
secuencias blanco dando fragmentos diferenciales. El resultado de la digestion se cargd en
un gel de agarosa al 3% (p/v) que contenia buffer TAE 1X y 1ug/mL de BrEt. (Esteve-
Zarzoso et al.,1999). Los patrones obtenidos en el gel se visualizaron con un transiluminador

UV (ColePalmer).

Los resultados se muestran en las Figuras 17-23 y en la Tabla 17

Haelll

10 1314 P 15 18 22 27

iy W

29 37 40 43 P 45 46 47

—
-

e

Figura 17.Patrén de restriccion obtenido para la regidon 26S con Haelll. P o PM: Patrén de peso
molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder. En nimeros se representan los patrones de
restriccion de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)
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Hae III

{1 2 12 PM 16 17 42 53

 — - —

Figura 18.Patron de restriccion obtenido para la region 26S con Haelll. PM: Patron de peso
molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder En nimeros se representan los patrones de restriccion
de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)

Figura 19.Patron de restriccion obtenido para la region 26S con Haelll. P: Patrén de peso
molecular O'Range Ruler™ 100 bp DNA Ladder. En numeros se representan los patrones de
restriccion de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)

18
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1013 P14 1518 22

PM 912 2 1

Figura 20. Patron de restriccion obtenido para la region 26S con Hinfl. P o PM: Patron de peso
molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder. En nimeros se representan los patrones de
restriccion de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)

27 29 37 40 P 45 46 47 | 18 17 4253 P 54 57 S8

— —

Figura 21. Patron de restriccion obtenido para la regidon 26S con Hinfl. P o PM: Patron de peso
molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder. En nimeros se representan los patrones de
restriccion de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)
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Figura 22. Patron de restriccion obtenido para la region 26S con Hinfl. P: Patron de peso
molecular O'Range Ruler™ 100 bp DNA Ladder. En numeros se representan los patrones de
restriccion de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)

e

1418 22 27 B 37 47 49

e e —

P 12 13 15 17

100pb

Figura 23. Patrén de restriccion obtenido para la regiéon 26S con Mbol (Sau 3Al). P: Patrén de
peso molecular O'Range Ruler™ 100 bp DNA Ladder. . En numeros se representan los patrones de
restriccion de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)
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-Para el analisis de la region ITS (RFLP) se utilizaron los cebadores ITS1 e ITS4 dando
amplicones de diferente tamafio (500-750 pb). A continuaciéon se muestran los amplicones

obtenidos (Figura 24 y 25, y Tabla 18).

114 PM 18 27 49 62

21220 PM 22 57 60

915 PM 17 294547

Figura 24. Amplicones obtenidos de la amplificacién de la regién ITS. Agarosa al 3% (p/v).
Tincién con BrEt (1pg/mL). PM: Patrén de peso molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder. En
nuameros se representan los patrones de restriccion de los diferentes microorganismos aislados
(Tabla 12)

PM 555758 Bc 1222 PM 40 44 43 46

Figura 25. Amplicones obtenidos de la amplificacion de la regién ITS. Agarosa al 3% (p/v).
Tincion con BrEt (1ug/mL).PM: Patrén de peso molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder. En
numeros se representan los patrones de restriccién de los diferentes microorganismos aislados
(Tabla 12)
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Los diferentes amplicones de la region ITS se sometieron a digestion con las endonucleasas
Haelll, Hinfl y Cfol de acuerdo a lo reportado por Esteve-Zarzoso et al. (1999). El resultado
de la digestion se cargd en un gel de agarosa al 3% (p/v) que contenia buffer TAE 1Xy 1ug/
mL de BrEt. Los patrones obtenidos en el gel se visualizaron con un transiluminador UV

(ColePalmer). Los resultados se muestran a continuacién (Figura 26-31):

1 18 27 PM 49 62 | 2 12 2057 P

Figura 26.Patrén de restriccion obtenido para la regiéon ITS con Haelll. PM: Patrén de peso
molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder. En nimeros se representan los patrones de
restriccion de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)
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il

9 10 PM13 15 178 14 22 40 43 PM 46 55 58

Figura 27.Patrén de restriccion obtenido para la region ITS con Haelll. PM: Patron de peso
molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder En nimeros se representan los patrones de restriccion
de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)

27 .29 45 PM 47

Figura 28.Patrén de restriccion obtenido para la region ITS con Haelll. PM: Patron de peso
molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder. En nimeros se representan los patrones de
restriccion de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)
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9 10,1517 PM 29 j'(‘49

.

——

Figura 29. Patréon de restriccion obtenido para la region ITS con Hinfl. PM: Patron de peso
molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder En nimeros se representan los patrones de restriccion
de los diferentes microorganismos

4043 2214PM 46

Figura 30. Patrén de restriccion obtenido para la regiéon ITS con Hinfl. P o PM: Patrén de peso
molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder En nimeros se representan los patrones de restriccion
de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)
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|14 22 a0PM 43 46 55 58

Figura 31. Patrén de restriccion obtenido para la region ITS con Cfol. PM: Patron de peso
molecular O'Range Ruler™ 50 bp DNA Ladder. En nimeros se representan los patrones de
restriccion de los diferentes microorganismos aislados (Tabla 12)

Los resultados mostrados en las Figuras 17-31 se integraron en dos tablas (Tabla 17 y
Tabla 18), una para cada region:
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Tabla 17: Patrén de restriccion de la region 26S. Se muestran los fragmentos (pb) obtenidos del

analisis de restriccion de los microorganismos asilados.

Aislado Haelll Hinfl Mbol

1 425, 125, 50 375, 175, 50 400, 200
2 425, 125, 50 375,175, 50 400, 200
9 425, 100, 75 325, 150, 2X 60 450, 150
10 425, 125, 50 375, 175, 50

12 425, 125, 50 375,175, 50 400, 200
13 425, 100, 75 325, 150, 2X 60 450, 150
14 425, 125, 50 375, 175, 50 400, 200
15 Contaminado 375, 175, 50 400, 200
16 450, 150 400, 175, 25

17 450, 150 400, 175, 25 400, 200
18 Contaminado 375,175, 50 400, 200
20 425, 125, 50 400, 175, 25 400, 200
22 425,175 375, 175, 50 400, 200
27 425, 175 375, 175, 50 400, 200
29 425,175 375, 175, 50

37 425, 125, 50 375, 175, 50 400, 200
40 425, 125, 50 375, 175, 50

42 425, 175 375, 175, 50

43 425, 125, 50 375, 175, 50

44 425,175 375, 175, 50

45 425,175 375,175, 50

46 425, 175 375, 175, 50

47 425, 125, 50 375, 175, 50 400, 200
49 425, 125, 50 400, 175, 25 400, 200
53 425, 175 400, 175, 25

54 425, 125, 50 400, 175, 25

55 425, 125, 50 375, 175, 50

57 425, 175 375, 175, 50

58 425,175 375, 175, 50

60 450, 175 290, 200, 100, 50

62 425,175 375, 175, 50

Para la region 26S se obtuvieron fragmentos de restriccion desde aproximadamente 25 pb
hasta 450 pb; con Haelll se obtuvieron fragmentos desde 50 pb hasta 450 pb, con Hinfl

desde 50 pb hasta 400 pb y con Mbol (Sau3Al) desde 150 pb hasta 450 pb.

Tabla 18: Patron de restriccion de la region ITS 1-4. ADNr. Se muestran los fragmentos (pb)
obtenidos del analisis de restriccion de los microorganismos asilados.
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=N
Aislado amplicon Haelll Hinfl Cfol
1 500-525 400, 125 260.240
2 500-525 400, 125
9 600-625 500, 100 340, 140, 120 310.290
10 500-525 400, 125 260.240 300, 225
12 500-525 400, 125 340, 140, 120
13 500-525 500, 100 350, 150 310.290
14 500-525 400, 125 260.240 300, 225
15 600-650 400, 140, 75 2x 310 2x 300
17 600-650 400, 140, 75 2x 310 2x 300
18 500-525 400, 125 260.240 300, 225
20 500-525 400, 125
22 625 425,140, 75 2x 310 2x 300
27 625 400, 140, 75 2x 310 2x 300
29 700-750 650, 75 290, 190, 110, 60 300, 180, 180
40 500-525 400, 125 260.240 300, 225
37 No amplific
42 No amplificd
43 500-525 400, 125 260.240 300, 225
44 No amplifico
45 No amplific
290, 180, 160,
46 700-750 650, 75 300, 200,110, 60 80
47 500-525 400, 125 260.240
49 500-525 400, 125 260.240
53 700-750
54 500-525 400, 125 260, 240 300, 225
55 500-525 400, 125 260.240 300, 225
57 700-750 650, 75
300, 200, 110, 80, 290, 180, 160,
58 700-750 650, 75 60 80
60 No amplific
300, 200, 110, 80,
62 700-750 60

Para la region ITS se obtuvieron fragmentos desde aproximadamente 60 pb hasta 750 pb,
con Haelll se obtuvieron fragmentos desde 75 pb hasta 650 pb, con Hinfl desde 60 pb hasta

340 pb y con Cfol desde 80 pb hasta 310 pb.

No se encontré relacion entre los patrones de restriccion obtenidos para la regién ITS y los
reportados en la bibliografia, los cuales habian sido utilizados como herramienta de

identificacion de diversas levaduras. (Arroyo-Lépez et al. 2006; Clemente-Jiménez et al.
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2004; De Llanos Frutos et al., 2006; Esteve-Zarzoso et al., 1999; Osorio et al., 2008, Suarez
et al., 2007).

Con el patron de restriccion obtenido se construyd un dendrograma para cada region. El
dendrograma se bas6 en una matriz binaria donde se relacionaron todos los tamarios de los
fragmentos de restriccion, obtenidos para cada region, con los diferentes amplicones. En
esta matriz, los diferentes tamafos de los fragmentos corresponderian a los “estados de
caracter” y estos se relacionan con los amplicones mediante ausencia (valor “1”) o presencia

(valor “0”).

Para la construccion de las matrices solo se tomé en cuenta la informaciéon que se obtuvo
con la endonucleasa Hae Ill, ya que, para ambas regiones, se tuvo mayor numero de
amplicones representados. Por otro lado, el analisis obtenido con Hinfl, Mbol y Cfol no
proporciond informacién adicional, por lo que no se consideraron para el analisis. En las
Tablas 19 y 20, se muestra la informacién que se ingresé en la matriz para cada region. El
formato de la matriz con el que se trabaj6 se encuentra en el

Anexo IV “Matriz binaria de los fragmentos de restriccion”.

Cada matriz se ingres6 en el programa informatico TREECON escogiendo los parametros
de agrupamiento simple y el algoritmo UPGMA (Unweighted pair group method using
arithmetic averages) ya que no se busca un enfoque evolutivo o filogenético. Los

dendrogramas obtenidos se muestran en las Figura 32.
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Tabla 19: Matriz binaria de los fragmentos de restriccion para la regiéon 26S de las levaduras
aisladas del queso Cotija

Fragmentos obtenidos con Hae Ill para la region 26S
hiciago | 450 Pb | 425 pb | 175 pb | 150 pb | 125 pb | 100 pb ;g gg
1 0 0 0 0 1 0 0 1
2 0 0 0 0 1 0 0 1
9 0 1 0 0 0 1 1 0
10 0 0 0 0 1 0 0 1
12 0 0 0 0 1 0 0 1
13 0 1 0 0 0 1 1 0
14 0 0 0 0 1 0 0 1
16 1 0 0 1 0 0 0 0
17 1 0 0 1 0 0 0 0
20 0 0 0 0 1 0 0 1
22 0 1 1 0 0 0 0 0
27 0 1 1 0 0 0 0 0
29 0 1 1 0 0 0 0 0
37 0 0 0 0 1 0 0 1
40 0 0 0 0 1 0 0 1
42 0 1 1 0 0 0 0 0
43 0 0 0 0 1 0 0 1
44 0 1 1 0 0 0 0 0
45 0 1 1 0 0 0 0 0
46 0 1 1 0 0 0 0 0
47 0 0 0 0 1 0 0 1
49 0 0 0 0 1 0 0 1
53 0 1 1 0 0 0 0 0
54 0 0 0 0 1 0 0 1
55 0 0 0 0 1 0 0 1
57 0 1 1 0 0 0 0 0
58 0 1 1 0 0 0 0 0
60 1 0 1 0 0 0 0 0
62 0 1 1 0 0 0 0 0
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Tabla 20: Matriz binaria de los fragmentos de restriccion para la region ITS de las levaduras
aisladas del queso Cotija

Fragmentos obtenidos con Hae lll para la region ITS
650 500 400 140 125 100
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Los dendrogramas obtenidos aparecen en la Figura 32:
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Figura 32.Dendrograma obtenido a partir del analisis con Haelll. Basado en el analisis de
restriccion con la endonucleasa Haelll de la region 26S (1) y de la ITS (2). Programa TREECON por
agrupamiento simple y UPGMA.

A partir de la informacién de los dos dendrogramas se agruparon a los microorganismos
aislados por el método dependiente de cultivo en diferentes grupos de restriccion. La

agrupaciéon se muestra en la Tabla 21:

Tabla 21. Agrupacion de las colonias en los diferentes grupos de restriccion.
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Grupo restriccion Colonias representadas

I

1, 2,10, 12,14,18,20,37,40,43,47,49,54,55
I 29, 42, 44, 45, 46, 57, 58, 62
11 15,16, 17,22, 27
1A% 15, 22, 27
\4 9,13
VI 60

21. Optimizacion del gradiente desnaturalizante mediante DGGE perpendicular para
los amplicones obtenidos a partir de la amplificacién de la regién D1/D2 por el método
independiente de cultivo.
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Se hizo una mezcla de los amplicones obtenidos a partir del ADN extraido directamente de
las muestras de los quesos. Se partié de un volumen de reaccion de amplificacion de 50 pL
de cada muestra de queso.y esta mezcla se cargé en el gel.

Se probd un gradiente 40%-90% desnaturalizante, este gradiente se tomd con base en el
articulo de Cocolin et al., 2002. Se prepararon las soluciones desnaturalizantes segun la
tabla del Anexo Il “Soluciones reactivos”

Los resultados se muestran en la Figura 33.

Figura 33 .DGGE perpendicular. Gradiente desnaturalizante 40%-90%. Poliacrilamida al 8%.
Tincion y revelado con plata, Kit PlusOne Silver Staining. GE Healthcare.

Con base en estos resultados se hizo otro gel perpendicular con un gradiente
desnaturalizante desde 10%-80% con el fin de observar la curva sigmoidea completa. Los

resultados se muestran en la Figura 34.

27.5% 45%

Figura 34. DGGE perpendicular. Gradiente desnaturalizante 10%-80%. Poliacrilamida al 8%.
Tincién y revelado con plata, Kit PlusOne Silver Staining. GE Healthcare.

Con base en los resultados obtenidos se tomara el gradiente de desnaturalizante desde

25% hasta 55% para hacer el DGGE paralelo. 33
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22. DGGE paralelo con gradiente desnaturalizante 25-55% para los amplicones
obtenidos a partir de la amplificacion de la regién D1/D2 por el método independiente
de cultivo de las muestras de queso.

Se cargaron los amplicones de las diferentes muestras de queso, a continuacién se muestra

el perfil de levaduras obtenido (Figura 35):

Figura 35. DGGE paralelo. Gradiente desnaturalizante 25-55%. Poliacrilamida al 8%. Tincion y
revelado con plata, Kit PlusOne Silver Staining. GE Healthcare.Los nimeros representan las
diferentes muestras de queso (Tabla 5).

En la Figura 35 se observan las diferentes bandas pertenecientes a las muestras de los
diferentes quesos. El patrén que se obtuvo dié una idea de la diversidad de levaduras que
se encuentran en los diferentes quesos. Como ya se ha comentado en la metodologia, cada
banda debe corresponder a un microorganismo. Hay microorganismos/bandas que
aparecen en todos los quesos. También se observd que algunas bandas estan muy
cercanas. Con el fin de optimizar la separacién de estas bandas se probaron otros
gradientes desnaturalizantes.

Los resultados de los diferentes gradientes que se probaron se muestran en el Anexo Il

“Optimizacion del gradiente desnaturalizante”.
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El gradiente con el que se obtuvo la mejor separacion de las bandas fue con el de 40%-
55%, éste fue el gradiente con el que se trabajo.

23. DGGE paralelo a partir de los amplicones obtenidos por el método dependiente de
cultivo.

Se observo el patron migratorio por DGGE de algunos de los amplicones obtenidos por el
método dependiente de cultivo, se tomaron para el estudio una representacion de
amplicones de cada grupo de restriccion (Tabla 21), exceptuando la colonia 60 que no
amplificd para este analisis.

En la Figura 36 se muestra el gel donde cargaron algunos de los amplicones de los
microorganismos aislados por el método dependiente de cultivo, y una muestra de queso

(Q2) como referencia.

Figura 36: DGGE paralelo 40-55% de los amplicones obtenidos por el método dependiente de
cultivo. Poliacrilamida al 8%. Tincion con plata, Kit PlusOne Silver Staining. GE Healthcare. Los
numeros hacen referencia a los amplicones obtenidos por el método dependiente de cultivo, Q2 hace
referencia al amplicén obtenido por el método independiente de cultivo a partir del queso 2.Con
flechas se muestran las bandas discretas que representan los microorganismos aislados.
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Muestras 10, 12, 14, 44 y 53: Aparece una banda discreta (se muestran en la Figura con
flechas) y artefactos en la parte inferior del gel que proceden de la reacciéon de PCR y que
se han tefido porque la plata tiene una gran sensibilidad aunque no es tan especifica.
Muestra 18: Se observaron varias bandas, esto puede ser debido a que parte de la muestra
del queso 2 (Q2) haya pasado al carril contiguo. Se considerd por tanto la muestra 18 como

la banda que aparece en la parte superior.

La posicion de bandas de las diferentes cepas puras es congruente con el analisis
morfolégico de las colonias hecho previamente. Es decir, los microorganismos
correspondientes a las cepas que migran en la misma posicion tenian la misma morfologia
colonial y las que migran en posicion diferente presentaban diferentes morfologias
coloniales (en el medio WLN). Por otro lado también se encontré correspondencia con el
patron de restriccion (Tabla 21).

En el gel de la Figura 37se cargaron los amplicones de 3 muestras de queso (Q4, Q5 Y Q6),
amplicones de los microorganismos aislados y dos mezclas de amplicones con el fin de ir
integrando la informacion de los patrones de migracién para la comparacién de los
diferentes métodos (dependiente e independiente de cultivo).

Los amplicones cargados en las diferentes mezclas fueron:

Mezcla 1 (M1): 12, 53, 59. Mezcla 2 (M2): 9, 15, 27, 29. Los numeros hacen referencia a

los amplicones obtenidos por el método dependiente de cultivo.
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17 16 M1 58 57 Q6 Q5 Q4 M2 29 27 15 9

27,15

Figura 37: DGGE paralelo para cepas puras-quesos 1. Gradiente desnaturalizante 40-55 %.
Poliacrilamida al 8%. Tincion y revelado con plata, Kit PlusOne Silver Staining. GE Healthcare.

Los amplicones cargados en las diferentes mezclas se muestran en la Figura 38:

Mezcla 1 (M1): 57,58, 61.  Mezcla 2 (M2): 9, 15, 27, 29.

M2555453462038mM112 2 1

15, 27 61

Figura 38: DGGE paralelo para cepas puras 2. Gradiente desnaturalizante 40-55%. Poliacrilamida
al 8%. Tincidn y revelado con plata, Kit PlusOne Silver Staining. GE Healthcare. Los numeros
hacen referencia a los amplicones obtenidos por el método dependiente de cultivo

Muestra 38: Aparecen dos bandas discretas, esta muestra se descarté por estar

contaminada.

37
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En la Figura 39 se muestra la carga de las muestras de los 8 quesos (amplicones) obtenidas
por el método independiente (Q1-Q8) y mezclas de los amplicones obtenidos por el método

dependiente.

070 “n. Pu Voo B Wy Wm -

M1 M2
k- Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 .

61 12
61

29

Figura 39: DGGE paralelo para microorganismos aislados y los quesos. Gradiente
desnaturalizante 40-55%. Poliacrilamida al 8%. Tincién y revelado con plata, Kit PlusOne Silver
Staining. GE Healthcare. Mezcla1 (M1): 9, 29, 59, 61, Mezcla 2 (M2): 12, 15, 53, 62

Se observo que algunos de los microorganismos presentes en las muestras de queso tienen
el mismo patréon migratorio que el de los microorganismos aislados. También se observaron
patrones migratorios exclusivos para algunos microorganismos aislados (cepas 9, 17, 59" y
61°) y para las muestras obtenidas por el método independiente de cultivo.

Para analizar la informacién obtenida de los diferentes geles de DGGE se hizo una
representacion a escala de todas las posiciones que ocupan las bandas en los diferentes

geles de DGGE. Cada posicion migratoria se enumero (B1-B12).

En la Figura 40 se muestra la representacion migratoria de las bandas encontradas en los

diferentes geles de DGGE. En total se encontraron 12 patrones de migracion.

' Cepas de referencia. Yarrowia lipolytica (59) y Candida zeylanoides (61). Garcia, 2006.
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B7
B8
B9
B10

—— B 11

e B12

Figura 40: Representacién de los diferentes patrones de migracién obtenidos a partir de los geles de
DGGE por los métodos dependiente e independiente de cultivo.

Esta informacion se relacioné con las bandas obtenidas a partir de los microorganismos
aislados o colonias (método dependiente de cultivo) y de los quesos (método independiente
de cultivo). Esta relacion se muestra en la siguiente tabla (Tabla 22). Los numeros
corresponden a la numeracion dada a los microorganismos aislados o colonias, “los quesos”

hace referencia a las muestras obtenidas por el método independiente de cultivo:

39
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Tabla 22: Analisis del patron de migraciéon en el DGGE de las diferentes muestras obtenidas
por los métodos dependiente e independiente.

Grupos de
migracioén en Muestras de colonias o de quesos.
DGGE
B1 16,17. No correspondencia con los quesos analizados
B2 15, 27
B3 59. No correspondencia con los quesos analizados
B4 1, 2,10, 12, 14, 18, 20, 54, 55
B5 Banda exclusiva de los quesos
B6 61. No correspondencia con los quesos analizados
B7 Banda exclusiva de los quesos
B8 42, 44
B9 29, 46, 53, 57, 58,62
B10 Banda exclusiva de los quesos
B11 Banda exclusiva de los quesos
B12 9. No correspondencia con los quesos analizados

Bandas B2, B4, B8 y B9: Bandas de microorganismos aislados que corresponden, por
migracion en el gel, con las bandas de los quesos obtenidas por el método independiente de
cultivo.

Bandas B1, B3*, B6'y B12: Bandas de microorganismos aislados que no corresponden con
las bandas de los quesos, es decir que no se obtienen por el método independiente de
cultivo (cepa 17 y cepa 9)

Bandas B5, B7, B10 y B11: Bandas de quesos que no corresponden con las bandas de los
microorganismos aislados. Fueron obtenidas a partir del queso por el método independiente
de cultivo pero no tienen correspondencia, en el perfil de DGGE, con las bandas de los

microorganismos aislados por el método dependiente de cultivo.

El cultivo de microorganismos en placa puede limitar la diversidad microbiana ya que el

crecimiento y la sobrevivencia se ven limitados, ya sea porque necesitan de la presencia de

' Cepas de referencia. Garcia, 2006.
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otros microorganismos o porque las condiciones para su cultivo no son las 6ptimas (Diaz,
2003). Este seria el caso de las bandas que se obtuvieron a partir del método independiente
de cultivo (quesos) y que no tienen correspondencia con el patrén de migracion de los
microorganismos aislados.

Por otro lado tenemos los microorganismos aislados (método dependiente de cultivo) con
patrones de migracion que no corresponden con los patrones de los quesos (método
independiente de cultivo), esto puede ser debido a varias causas en la metodologia
independiente de cultivo, principalmente la baja concentracion de microorganismos, esta
causa unida a otras podria sucederse en una subestimacion de la diversidad microbiana.
Otras causas serian las siguientes:

- Los métodos de extraccion de ADN no aseguran la lisis de todos los
microorganismos.
- La pérdida de acidos nucleicos durante la purificacion del ADN.
- Inhibidores, intrinsecos al alimento, de la reaccién de PCR.
- Amplificacion preferencial.
(Friedrich et al., 1997)

Esta explicacion se aplicaria a las cepas 9, 16 y 17 (B1 y B12, respectivamente).

Puede confirmarse, hasta este punto, la hipétesis de este proyecto, ya que se ha obtenido
una mayor diversidad, en cuanto a migracién y nimero de bandas (microorganismos), por el

método independiente de cultivo.

24. Analisis previo a la secuenciacion de las diferentes muestras (microorganismos
aislados/quesos)

Se integro la informacion obtenida con el fin de decidir que muestras se secuenciarian.
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En la Tabla 23 se relacionan la posicién migratoria, los grupos de restriccion, las colonias de
los microorganismos aislados, la morfologia colonial WLN, las muestras de los quesos de
donde se aislaron y la relacion de correspondencia de las bandas obtenidas por el método
independiente con las del método dependiente de cultivo. So6lo se tuvieron en cuenta los
microorganismos aislados que fueron analizados por todos los métodos, ARDRA, RFLP,
WLN y DGGE. En la Tabla se especifican los siguientes puntos:

- Posicion migratoria. (Referencia tabla 22 y Figura 40)

- Grupo de Restriccion: Basado en la region 26S y la ITS (Referencia Tabla 21)

- Colonias: Muestras obtenidas a partir del método dependiente de cultivo.

- Morfologia colonial WLN: Obtenida a partir del aislamiento en medio WLN.
(Referencia Tabla 13)

- Quesos de donde se aislaron: Numero de la muestra de queso de donde fueron
aisladas las diferentes colonias (Referencia Tabla 5).

- Correspondencia métodos dependiente e independiente de cultivo:
Correspondencia del patron migratorio de los microorganismos aislados (método
dependiente de cultivo) con las muestras de los quesos obtenidas por el método

independiente de cultivo.

Tabla 23. Comparacion de los resultados obtenidos mediante la morfologia colonial en WLN,

ARDRA, RFLP y DGGE. Las bandas exclusivas del método DGGE se muestran en la tabla con las

casillas en blanco ya que son exclusivas de éste y por tanto no tienen relaciéon con los demas rubros
de la tabla.
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Posicion Grupo Morfologia Quesos de Correspondencia
migratoria| Restriccio Colonias colonial donde se métodos dependiente e
DGGE n WLN aislaron independiente
B1 1] 16, 17 C Q7, Q8 No correspondencia
B2 v 15, 27 C,D Q7, Q8 Q5 muy ténue
B3 - 594 G - No correspondencia
1,2,10,14,
B4 | 18, 20, A a4, €5, Q0. Q4, Q5y Q7
40,54,55
B5 - - - - -
B6 - 618 A - No correspondencia
B7 - - - - -
No se hizo
B8 patrén de 42, 44° F Q6 Q1-Q6
restricciéon
29, 46, 53,
B9 Il 57 58 62 E,F Q6, Q8 Q1-Q6
B10 - - - - -
B11 - - - - -
B12 \% 9 B Q5 No correspondencia

En la Tabla 24 se muestra la representaciéon que tienen las bandas exclusivas del método
independiente de cultivo en los quesos.

Tabla 24: Representacion bandas obtenidas exclusivamente por el método DGGE en las
diferentes muestras de queso.

Posicion Presencia en
migratoria quesos
B5 Q1-Q4y Q7
B7 Q2y Q4-Q7
B10 Q4, Q5, Q7 y Q8
B11 Q2, Q6y Q8

Con la informacion recaudada en las tablas 23 y 24 y basandose principalmente en el patrén

de migracion se secuenciaron las siguientes bandas:

Posicion migratoria B1, microorganismo aislado 17 (C17): Morfologia colonial y patrén

migratorio exclusivos.

Posicion migratoria B2, microorganismo aislado 15 (C15): Morfologia colonial exclusiva

para este patron migratorio. Correspondencia migratoria con banda de queso (Q5).

*+ Utilizadas como referencia. Obtenidas del proyecto de Garcia, 2006
>42, 44: Estas cepas no se sometieron al analisis de restriccion de la region ITS
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Posicion migratoria B4, microorganismo aislado 10 (C10): Se tomé esta colonia como
muestra del grupo A (WLN) con mayor representatividad (métodos dependiente e
independiente de cultivo).

Posiciéon migratoria B5: Patron migratorio exclusivo de las muestras de queso por el
método independiente de cultivo. Banda presentada en 5 de los 8 quesos.

Posicion migratoria B7: Patron migratorio exclusivo de las muestras de queso por el
meétodo independiente de cultivo. Banda presentada en 5 de los 8 quesos.

Posicion migratoria B8, microorganismo aislado 44 (C44): Banda presentada en 6 de
los 8 quesos.

Posicion migratoria B9, microorganismo aislado 29 (C29): Morfologia colonial exclusiva.
Banda presentada en 6 de los 8 quesos.

Posicion migratoria B9, microorganismo aislado 57 (C57): Morfologia colonial diferente a
la C29. Banda presentada en 6 de los 8 quesos.

Posicion migratoria B12, microorganismo aislado 9 (C9): Patrén de restriccion,

morfologia colonial y patron migratorio exclusivo

25. Secuenciacion e identificacion
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Se secuenciaron los amplicones obtenidos a partir de la reaccion de PCR con los cebadores
NL1y NL4.

La identificacién de los microorganismos se hizo a partir de la comparacion de la secuencia
obtenida con secuencias de una base de datos. La herramienta utilizada fue BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) que trabaja con la base de datos Genbank. Esta base de
datos forma parte del NCBI (National Center for Biotechnology Information) con el acceso
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Los electroferogramas de cada amplicon se muestran en el Anexo VI “Secuencias”.

El alineamiento obtenido de cada secuencia con la base de datos GenBank se muestra en el
Anexo V “Alineamiento secuencias en Genbank”. La secuencia del microorganismo aislado
C29 (B9) mostro varias indefiniciones por lo que se analizé el electroferograma previamente
al ingreso en GenBank. La secuencia ingresada se muestra en el Anexo V.

Los resultados se muestran en la siguiente Tabla 25, junto con referencias de otros habitats

donde se han encontrado estas especies:
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Tabla 25: Identificaciéon de los microorganismos y relacion con la posiciéon en el DGGE.

PM | Muestra | Microorganismo Idez)z;iad AL AP Encontrado en Referencias
Candida ] Aguas marinas. Alimentos como jamén | Li et al., (No publicado). Moreno-
B1 Cc17 zeylanoides 100% Sl NO fresco, curado y salado. Productos Terrazas et al.,(No publicado),
carnicos curados Nielsen et al. 2008
Candida ) Aguas marinas. Alimentos como jamoén | Li et al., (No publicado). Moreno-
B2 C15 zeylanoides 99% Sl NO fresco, curado y salado. Productos Terrazas et al.,(No publicado)
carnicos curados Nielsen et al. 2008,
Chang et al., Bhadra et al.,
B4 c10 Cand./da' 99% Si NO Aguas marinas, Cecina, Masa y Frutas Luangsakul et al., Moreno-
parapsilosis Terrazas et al., Zheng et al., (No
publicados), Zullo et al. 2008
Chang et al., Bhadra et al.,
Candida . . Luangsakul et al., Moreno-
B5 B5 parapsilosis 99% Aguas marinas, Cecina, Masa y Frutas Terrazas et al., Zheng et al., (No
publicados), Zullo et al. 2008
Kluyveromyces Herrera-Solorzano et al., Tapia-
B7 B7 lactis 99% Agave, pulque y derivados lacteos Tussell et al., Zhang et al.,(No
publicados).
Kiuyveromyces ) Herrera-Solorzano et al., Tapia-
B8 C44 lactis 100% NO Si Agave, pulque y derivados lacteos Tussell et al., Zhang et al. (No
publicados).
Kluyveromyces ) Herrera-Solorzano et al., Tapia-
B9 C57 lactis 99% NO Sl Agave, pulque y derivados lacteos Tussell et al., Zhang et al., (No
publicados).
Candida ) ) Aguas marinas. Alimentos como jamon | Li et al., (No publicado). Moreno-
B9 Cc29 zeylanoides 98% Sl Si fresco, curado y salado. Productos Terrazas et al.,(No publicado)
carnicos curados Nielsen et al. 2008,
Chang et al., Bhadra et al.,
Candida ) Luangsakul et al., Moreno-
B12 C9 losi 99% Sl NO Aguas marinas, Cecina, Masa y Frutas | Terrazas et al., Zheng et al., (No
parapsiiosis publicados), Zullo et al. 2008et
al. 2008

Actividad proteolitica, (AL) lipolitica: Obtenida a partir del aislamiento en los medios leche descremada, SM (o ALD), y agar tributirina, TA,

respectivamente. PM: Posicion migratoria (Referencia Tabla 22 y Figura 40
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Para corroborar la identidad de las levaduras identificadas en este estudio por

comparacion con las bases de datos (GenBank), se hizo un analisis de confiabilidad

Bootstrap. Se analizaron 35 secuencias incluidas las obtenidas en este proyecto. Las

secuencias se ingresaron en el programa MEGA 4 (Tamura, 2007) y se alinearon

procediendo al analisis. A continuacion (Tabla 26) se muestran los numeros de acceso

a las secuencias de la regién parcial del gen ADNr del 26S que se obtuvieron de la

base de datos GenBank y se utilizaron para este analisis.

Tabla 26. Secuencias ingresadas al programa MEGA 4 para realizar prueba de

confiabilidad:
No.
. . Acceso .
Microorganismo GenBan Fuente y Referencia
k
. . . FJ4808 Busqueda de la diversidad de levaduras
Candida zeylanoides strain 10C-1 53 marinas. Zhao et al., (No publicado)
Candida zeylanoides CO2 EU87995 Cecina salada. Morepo-Terrazas et al.,
9 (No publicado)
Candida zeylanoides CT4 EU87995 Cecina salada. Morepo-Terrazas et al.,
6 (No publicado)
EU35981 Busqueda en la diversidad de levaduras
Candida zeylanoides sycyw-3 7 marinas. Li et al.,
(No publicado)
Candida zeylanoides TJY7a EU35982 Busquegja de Ig diversidad dellevaduras
1 marinas. Li et al.,(No publicado)
FJ52785 Busqueda de la diversidad de levaduras
Candida parapsilosis s01-2.6 6 marinas. Zhao et al.,
(No publicado)
FJ48389 Busqueda de la diversidad de levaduras
Candida parapsilosis W10-3.1 9 marinas Zhang et al.,
(No publicado)
Candida parapsilosis EXOC16 AY8$482 Agave fourcroydes
Candida parapsilosis N01-1.2 | FJ43262 Bisqueda de .Ia dIV;LSIdad d? levaduras
26S 7 marinas. .ao et al.,
(No publicado)
Candida parapsilosis BG02-7-18- AY520 Levaduras aisladas de escarabajos
013C-C-1 377 asociados a plantas e insectos. Suh et al.
Levaduras encontradas en el alimento
Candida parapsilosis CO3 26S EU87996 tradicional mexicano Cecina. Moreno-
0 Terrazas et al.,

(No publicado)
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No.
. . Acceso .
Microorganismo GenBan Fuente y Referencia
k
Candida parapsilosis gene for | AB37092 Levaduras alslgdas de masa para hacer
pan al vapor chino. Luangsakul et al., (No
26S RNAr 6 .
publicado).
, . EF45223 Encontradas en la filosfera de plantas.
Candida oleophila 4 Yurkov et al. (2007).
. . AY73181 Levaduras aisladas en ambientes
Candida oleophila SDY 4.5.4 3 extremos. Gadanho et al. (2006).
Kluyveromyces lactis strain EU80791 Levaduras aisladas en el este del mar de
FFJ22-1 6 China. Zheng, et al. (No publicado)
Kluyveromyces lactis isolate AY30567 dLevadurfa}s '”,‘E!'Cad??’ enla I]:/el rmenc;camorlw
G5p1 5 e un café arabigo africano. Masoud et al.,
(2004)
Evaluacién de las secuencias del ARNry
Kluyveromyces lactis CBS 141T AJ50858 | del gen actina genes para la |dent_|f|ca0|on
3 de levaduras ascomycetes. Daniel and
Meyer (2003)
Kluvveromvees lactis AF37461 Levaduras encontradas en leche cruda.
yveromy 4 Cocolin et al. (2002)
Relaciones filogenéticas de especies del
Kluyveromyces lactis D83467 género Kluyveromyces van der Walt.
(saccharomycetaceae) Ando et al., (1996)
. . . EU82249 | Levaduras aisladas en el este del mar de
Yarrowia lipolytica strain HNN-2 6 China. Zheng, et al. (No publicado)
. . . FJ48570 Busqueda en la diversidad de levaduras
Yarrowia lipolytica strain D04-2.2 4 marinas. Liu et al., (No publicado)
Penicillium chrysogenum .,
XJURML-7 265 EU14630 Identlflcac;lo_n molecular de hongos
8 filamentosos.
Pichia mexicana strain NO4-2.6 FJ51674 Busqqeda de la diversidad de Ie.vaduras
8 marinas. Zhao et al., (No publicado)
Debaryomyces hansenii strain | FJ48572 Busqueda en la diversidad de levaduras
D03-3.6 6 marinas. Liu et al., (No publicado)
Candida tropicalis DBF-4 P02
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A continuacién se muestra el arbol consenso obtenido a partir del analisis Bootstrap

con el programa MEGA.

BS Candida parapsilosizs ;.

C9 Candida parapsilosis ™

Candida parapsilosi= =01-2 6 265 rRNA

C. paraps=ilosis MO1-1.2 265 rRNA

C. parapsilosis 26% dbosomal RMA

%8 . parapsilosis ©O3 265 rbosomal RHA

Candida pa@psilosis W0-3.1 265 rENA

C. par@pszilosis EXOCI6 265 ribosomal RHA

C. parapsilosis BGO2-7-15-013CC1 165 RMA

C10 Candida parapsilosis ;.

Candida tropicalis OBF-4 265 rRENA

a0 Candida oleophila BR-129-1 26% rEHA
80 { C. oleophila SDY 4.5 4 265 ibesamal RHA

2 L Debaryomyces hansenii O03-3.6 265 rRNA

Candida zeylanoides syeyw-3 265 rRNA

Candida zeylanoides 10C-1 265 rRMNA

Candida zeylanoides CO2 265 rRNA
Candida zeylanoides CT4 265 rRMNA

C15 Candida zevlanoides ;.

Candida zeylanoides TI%¥Fa 265 rRMA

C17 Candida zeylanoides ;.

Pichia mexicana NO4-2.6 accaromyces

5. cereviziae MRRL V-12632 265 dboso...

Saccamomyces sp. 13w-2 13w-2 265 r RNA

Kluywemmyces lactis FFA2-1 265 rRMNA

BY Kluyeromyces l3ctis 4

Eluwyweromyzes mardianus EXOCT 265 rRMNA

Eluyweromyces lactis GSpl 265 rRMNA

98 K. lactis type strain: CBS 141 265 rRHA

Cadd Kluywromyces |actis ".

K. lactis 265 ribosomal RMA

CH7 Kluywromyeces lactis .'.

Y¥amowia lipolytica HHMH-2 265 rRMNA

ool oy lipolytica D042 2 265 rbosamal RHA

Penizillium chrysogenum XJURML-T 26 5rRH A

Figura 24. Relacion filogenética de levaduras, mediante el andlisis del dominio D1/D2 del
gen ARNr 26S. La relacion filogenética se infirié utilizando el método de Neighbor-Joining
(Saitou et al.1987). El arbol consenso inferido de entre 1000 remuestreos, representa la
relacion entre las 35 secuencias analizadas (Felsenstein, 1985). El valor que se muestra junto
al nodo de donde se derivan las ramas del arbol, corresponde al porcentaje en el que fueron
asociadas las secuencias en el mismo clado en el analisis por bootstrap, 1000 réplicas
(Felsenstein, 1985)). La distancia de la relacién fue calculada usando el método de Tamura-Nei
(Tamura et al. 1993). Todas las posiciones que contenian gaps fueron eliminadas del grupo de
secuencias analizadas. Cada una de ellas contenian 315 posiciones. El analisis fue realizado
empleando el programa MEGA4 (Tamura, 2007).

Esta clasificacion mostré que la confiabilidad para las especies identificadas como Candida
parapsilosis y Kluyveromyces lactis fue de un 98%, para las especies identificadas como
Candida zeylanoides fue de un 95%. Un porcentaje mayor o igual al 70% se considera
confiable. Con el simbolo “V” se muestran las secuencias identificadas en este proyecto.
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Como se muestra en la Tabla 25, las levaduras identificadas en el queso Cotija
también han sido reportadas en otros alimentos y en ambientes marinos. Debido a que
el queso Cotija se elabora con sal de grano o de mar artesanal, la fuente de las
especies del género Candida podria ser ésta.

Por otro lado, a excepcién de la posicién B12 y el microorganismos aislado C29 (B9),
las levaduras con el mismo género y/o sp. aparecen como bandas cercanas o
adyacentes en el patron de bandas del DGGE.

La presencia de actividad lipolitica o proteolitica de las levaduras encontradas tendran
repercusion en la produccion de aromas y sabores en el queso Cotija. Esta presencia
de alguna de las actividades ha sido reportada anteriormente:

La especie Candida zeylanoides ha sido reportada principalmente como lipolitica, por
ejemplo en alimentos carnicos (Nielsen et al., 2008). En el jamén curado se relacion6
con la produccién de compuestos volatiles como dimetilsulfuro y metanetiol y
compuestos volatiles de cadena ramificada (Andrade et. al, 2009). La especie Candida
parapsilosis ha sido reportada como lipolitica por ejemplo en aceite de oliva (Zullo et
al. 2008). La especie Kluyveromyces lactis ha sido reportada como proteolitica (Fox,
1997, Fleet, 1990). Tiene la capacidad de asimilar lactosa y posee actividad
peptidasica. Se ha estudiado la relacion de ésta con la produccion de compuestos de
sabor en quesos como etanol, ésteres de etilo, acetato de etilo y compuestos volatiles
de cadena ramificada (De Freitas et al., 2009)

Las especies de levaduras obtenidas han sido reportadas en otros alimentos curados
o fermentados, bebidas fermentadas, y en aguas marinas. EI queso Cotija es un
queso madurado y salado, por tanto se relacionan las levaduras identificadas con las

de la bibliografia.
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Conclusiones

Conclusiones:

El objetivo de este trabajo era la identificaciéon de levaduras en el queso Cotija.
Se identificaron las siguientes especies de levaduras:

v'Candida zeylanoides

v'Candida parapsilosis

v'Kluyveromyces lactis
Se aislaron 31 colonias de levaduras a partir de 8 muestras de queso Cotija
“Regién de Origen”, el medio de cultivo WLN fue una buena herramienta para
discriminar entre ellas.
La técnica de DGGE resultdé ser una buena herramienta para visualizar la
biodiversidad de levaduras en el Queso Cotija.
La diversidad de levaduras encontrada por el método independiente de cultivo
fue mayor a comparacion del método dependiente de cultivo.
El patron de restriccion de la region ITS mostré6 mayor poder discriminatorio
que el de la region 26S.
El patron de restriccion funcioné como una herramienta discriminatoria entre
las cepas puras obtenidas por el método dependiente de cultivo.
El patrén de bandas obtenido a partir de DGGE muestra mayor biodiversidad
que el obtenido a partir del analisis de ARDRA y RFLP, sin embargo, todos los
métodos incluyendo la diferenciacion morfocolonial se complementaron dando
mayor informacion en conjunto.
Candida parapsilosis y Kluyveromyces lactis se encontraron en la mayoria de
las muestras analizadas.
Candida zeylanoides se presentd en los quesos Q6, Q7 y Q8, Candida
parapsilosis se presentd en los quesos Q1, Q4-Q7, Kluyveromyces lactis se

presento en los quesos Q2, Q4-Q8.
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Anexo |

Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo y caldos de enriquecimiento una vez preparados tienen que esterilizarse

a 121°C durante 15 minutos.

Tabla I.1. Agar PDA

Agar extracto de malta Oxoid PDA

Infusién de papa 200 g
Dextrosa 20g
Agar 15¢g
Agua hasta 1L

Tabla 1.2 Agar MEA

Agar extracto de Malta Difco TM (MEA)
Maltosa 12.75¢g
Dextrina 2.75¢g
Glicerol 2.35¢g
Peptona 0.78 g
Agar 15.0g
Agua hasta 1L

Tabla 1.3 Agar y Caldo YM

| Agar YM:

Caldo YM (Yeast Medium):

Extracto levadura: 0.1%

Extracto levadura: 0.1%

Dextrosa: 2 %

Dextrosa: 2 %

Peptona: 0.5 %

Peptona: 0.5 %

Agar: 1.5%

Tabla 1.4 Caldo YPD

Caldo YPD (Yeast extract
Peptone Dextrose):

Extracto levadura 1%
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Anexo |

Medios de cultivo

Dextrosa 2%

Ppptnnn 2%

Medio Wi{Wattersteimtaboratory Nutrient):

Extracto de levadura 4049
Triptona 50g¢g
Dextrosa 50 g

Fosfato monopotasico 0.55¢
Cloruro potasico 425.0 mg
Cloruro calcico 125.0 mg
Sulfato de Magnesio 125.0 mg
Cloruro Férrico 2.5 mg
Sulfato de Manganeso 2.5 mg
Verde de Bromocresol 22.0mg
Agar 15.0 g

Tabla 1.5 Agar WLN

Adicionar 28 ml de NaCQO3 al 1% para llevar el pH de la solucién a 6.5

Agua destilada filtrada: Aforar a 1000 ml

Tabla 1.6 Agar LDA (SM)

Medio Agar Leche

Leche descremada
Skim milk

15.0¢

Agar

15.0 g

Aforar en 1L.

Tabla 1.7 Agar TA

Medio T.A. (Agar tributirina)
Bacto Triptona 1009
Extracto de 5.0 g
levadura
Cloruro de sodio 10.0g
Tributirinal 10.0 mi

Aforar hasta 1L. Emulsificar (2-3 min).
Ajustar el pH A 7.5 con NaOH 0.1 N.
Adicionar 1 ml de Glucosa al 20% previamente filtrada y esterilizada.
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Anexo Il Soluciones reactivos

Tabla 1.1 Buffer 1X para electroforesis en gel de agarosa

Reactivo Cantidad
Buffer TAE 50X 140 ml
dH.0 Hasta 7000 ml

Tabla Il.2 Buffer TAE 50X

Concentracioé
Reactivo Cantidad n
Tris base 242.0g 2M
Acido acético glacial 57.1 ml 1M
EDTA 0.5M, pH 8.0 100.0 ml 50mM
dH2o0 Hasta 1,000.0 ml

Tabla 11.3 Buffer de carga para electroforesis

Reactivo Cantidad

2% de Azul de bromo fenol 1.4 ml

2% de Cianol-xilenol 6.0 ml
Glicerol al 100% 7.0 ml

dH.O Hasta 20.0 ml

Tabla 1.4 Buffer de lisis

Concentracié
Reactivo Cantidad n
Tris HCI 2mL 2M
NaCl 5M 0.5 mL 250 mM
SDS 20% 0.65 mL 25 mM
EDTA 0.5M, pH 8.0 0.5 mL 0.5%
dH,O Hasta 100 ml -

Tabla IL.5
Poliacrilamida:Acrilamida/Bis al 40% (37.5:1)

Reactivo Cantidad
Acrilamida 38.93 g
Bis-acrilamida 1.07 g

dH2o0 Hasta 100 ml

Tabla Il. 6 Solucién poliacrilamida desnaturalizante al 100%
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Anexo Il Soluciones reactivos

Reactivo Cantidad
40% Acrilamida/Bis | 20 ml

buffer 50X TAE 2 ml
Formamida 40 ml

Urea 42 g

dH20 Hasta 100 ml

Tabla 1.7 Solucién poliacrilamida desnaturalizante al 0%

Reactivo Cantidad ml
40% Acrilamida/Bis 20
buffer 50X TAE 2
dH20 Hasta 100 ml

Tabla 1.8 Solucion poliacrilamida desnaturalizante al 35%-60%

Gradiente 35% 40% 50% 55% 60%
Poliacrilamida 5 mi 5ml 5ml 5ml 5 ml
Buffer TAE 50 X 0.5 ml 0.5ml 0.5ml 0.5 ml 0.5ml
Formamida 3.5ml 4 ml 5ml 5.5 ml 6 mi
Urea 3.679g 429 525¢ 577¢g 6.39
Aforar a 25 Aforar a 25 Aforar a 25 Aforar a 25 Aforar a 25
H20 ml ml ml ml ml

Una vez preparadas las soluciones de poliacrilamida:

- Filtrar con membrana de 0.45 L

- Desgasificar durante 10-15 minutos

- Almacenar a 4°C maximo 30 dias

118
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Anexo |l Matriz binaria de los fragmentos de restriccién

8

1

0 0 0 0 1 0 0 1
2

1] 0 0 0 1 0 0 1
9

1] 1 0 1] 1] 1 1 1]
10

1] 0 0 0 1 0 0 1
12

1] 0 0 1] 1 0 0 1
13

1] 1 0 0 1] 1 1 0
14

1] 1] 0 ] 1 1] 0 1
16

1 ] 0 1 1] 1] 0 1]
17

1 0 0 1 1] 0 0 0
20

i} 0 0 0 1 0 0 1
2

0 1 1 0 0 0 0 0
27

i} 1 1 0 i} 0 0 0
29

i} 1 1 0 i} 0 0 0
kT

0 0 0 0 1 0 0 1
40 |

0 0 0 0 1 0 0 1
42

0 1 1 0 0 0 0 0
43

0 0 0 0 1 0 0 1
44

0 1 1 0 0 0 0 0
45

1] 1 1 0 1] 0 0 0
46

1] 1 1 1] 1] 0 0 1]
47

0 0 0 0 1 0 0 1
449

0 0 0 0 1 0 0 1
53

0 1 1 0 0 0 0 0
o4

0 0 0 0 1 0 0 1
2]

0 0 0 0 1 0 0 1
57

0 1 1 ] 0 0 0 ]
58

0 1 1 0 0 0 0 ]
B0

1 1] 1 0 0 0 0 0
B2

1] 1 1 0 1] 1] 0 0

Figura lll.1 Matriz introducida en el programa informatico TREECON para la regiéon 26S
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Anexo |l Matriz binaria de los fragmentos de restriccién

7

1

0 0 1 0 1 0 0
2

a o 1 o 1 o a
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a 1 a 1 a 1 1
10

0 0 1 0 1 0 0
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o o 1 o 1 o o
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a 1 a 0 a 0 1
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o o 1 1 o o 1
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a 0 1 1 a 0 1
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0 0 1 0 1 0 0
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a o 1 o 1 o a
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a 1 1 1 a 1 1
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0 0 1 1 0 0 1
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1 o o o o o 1
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a 0 1 0 1 0 a
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0 0 1 0 1 0 0
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1 a a a a a 1
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o 0 1 0 1 0 o
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0 0 1 0 1 0 0
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a a 1 a 1 a a
a5

a o 1 o 1 o a
&7

1 o a o a o 1
&8

1 0 0 0 0 0 1
62

1 ] o o o 0 1

Figura lll.2 Matriz introducida en el programa informatico TREECON para la regién ITS
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Anexo IV Optimizacién del gradiente desnaturalizante

Con el fin de mejorar la separacién de bandas se acotd el gradiente desnaturalizante, el gradiente
menor se aumento de 25% a 33% con el fin de que algunas bandas migren hacia la parte superior del
ge, y el gradiente con mayor concentracion de desnaturalizante de disminuyd de 55% a 52% con el

fin de que algunas bandas migren hacia la parte inferior del gel.

Figura IV.1 DGGE paralelo. Gradiente desnaturalizante 33-52%

Figura IV.3 DGGE paralelo. Gradiente desnaturalizante 35-55% y comparacion DGGE con

gradiente desnaturalizante 25-55% y 35%-55% 121
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Anexo IV Optimizacién del gradiente desnaturalizante

Las bandas de la parte superior no han migrado de manera significativa hacia la zona superior del gel
respecto al gradiente de 25-55%, sin embargo si ha habido una mejoria en cuanto a la separacion de
bandas. En vista de los resultados el gradiente que muestra una mejor separacion de bandas es el de
35-55% (gel inferior) en relacién con el gel 25-55% (gel superior), pero se decidi6 trabajar con un

gradiente 40-55% para poder obtener una mejor separacion de bandas.

122
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Anexo V Alineamiento de las secuencias en GenBank

Se alinearon con el programa CLUSTAL W las secuencias de las levaduras de las muestras de queso
Cotija con la secuencia del GenBank que di6 mayor porcentaje de identidad. En la tabla siguiente
aparece el nombre de la secuencia de cada levadura (Muestra), el nUmero de acceso a la base de
datos GenBank de la secuencia de mayor identidad, el porcentaje de identidad de la comparacién vy el
microorganismo identificado a partir de la comparacion.

Tabla V. Relacién de las secuencias de las levaduras con la base de datos GenBank.

Muestra Ng. Acceso Identidad % Microorganismo
enBank
B7 EU019221 99% Kluyveromyces lactis
C44 EU019221 100% Kluyveromyces lactis
C57 EU019221 99% Kluyveromyces lactis
C10 FJ515256 99% Candida parapsilosis
B5 EU605804 99% Candida parapsilosis
C9 FJ515256 99% Candida parapsilosis
C15 FJ480853 99% Candida zeylanoides
c17 EU327099 100% Candida zeylanoides
C29 EU285537 98% Candida zeylanoides

A continuacién se muestran los alineamientos de las secuencias de las levaduras obtenidas con la

base de datos GenBank.
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Anexo V Alineamiento de las secuencias en GenBank
1o 20 an a0 50 &0 TH
L L
KlactisAS21494 GCATATCAATAAGCGGAGGARARGAAACCAACCGGGA” AACGGCGAGTGAAGCGGCARAAG
B7 ANHNHNCCGGGATTGCCTTAGTAACGECGAGTGAAGCGECARAAG
Clustal Consensus * Wtttk dded ik dr gtk kA ek ok

FlactisAS521494
B7
Clustal Consensus

FlactisAS521494
B7
Clustal Consensus

FlactisAS521494
B7
Clustal Consensus

KlactisAsS21494
B7
Clustal Consensus

KlactisAsS21494
B7
Clustal Consensus

KlactisAsS21494
B7
Clustal Consensus

KlactisAsS21494
B7
Clustal Consensus

Klacti=sAs21494
B7
Clustal Consensus

ket dedrdedr ek dedede e e e et d sk drde e e e de ek e e sk sk e de et d e e sk e de e e e e e de e e e e e ok e o

150 1&0 170 180 150 00 Z10

TTGTCTATGT TCCT TEGAACAGGACGTCATAGAGGETGAGAATCOCOGTGTGGOGAGGATCCCAGTT.

TTGTCTATGT TCCT TGGAACAGGACGTCATAGAGGETGAGAATCCCGTGTGECGAGCACCCCAGTTATTT
L s

20 230 240 250 ZED pyli] ZB0
L e e L e

AAAGTGCTTTOGACGAGTCOGAGT TGT TTGGGAATGCAGC TCTAAGTGEETGETAAATTCCATCTARAG

GTAAAGTGCTTTOGACGAGTCGAGT TGT T TGGGAATGCAGCTCTAAGT GEGTGETAAATTCCATCTAAAG
L s

250 00 210 a0 330 340 350

CTAAATATTGGCGAGAGHRCCGATAGCGARCAAGTACAGTGA' TGAAAAGARACTTTGAARRGAG

CTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGARAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAG
dddkddeddddddddk gk ddddkdk ek ddd ek d ek ek ek

JED ] 280 380 400 410 4z0

AGTGARAARGT. TTGTTGAAAGGGAMGGGCA TCAGARCATGGOGTTTGCTTCGGCTTTC

AGTGAAAAAGTACGTGAAATTGT TGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGOGT TTGCTTCGGCTTTC
dddkddeddddddddk gk ddddkdk ek ddd ek d ek ek ek

430 440 450 4ED 1T 480 450
e I T e e R E T

GCTGGGCCAGCATCAGTTTTAGCGET TGEATAAATCCTCGEGAATGTGGCTCTGCTTCGGTAGAGTGTTA

GCTGGGOCAGCATCAGT TTTAGCGG T TREATAAATCCTOGGGAATGT GGCTCTGCT TOGETAGAGTGTTA
dddkddeddddddddk gk ddddkdk ek ddd ek d ek ek ek

500 510 520 530 540 550 SED

AGCCCGTGEGAATACAGCCAGCTGEGACTGAGGATTGCGACT TTTGTCAAGGATGCTGGCGTAATGGTT

TAGCCCGTGGGAATACAGCCAGCTGGGACTGAGGATTGOGACTTTTGTCAAGGATGC TGECGTAATGETT
dddkddeddddddddk gk ddddkdk ek ddd ek d ek ek ek

570 SB0 550 (1] ELD EZ0 €30
L e e L e

TGCCGCCCGTCTTGAARCACGGACC

ARATGCOGCCOGTCTTGAAACA - GRACCAAGGGCGAAT TOGT TTAAACCTGCAGGACTAGTCOCTTTAGT
kkdkddddkdkkhk ko ko k

Figura V.1 Secuencia B7 alineada con K. lactis con el numero de acceso CR382124
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Anexo V Alineamiento de las secuencias en GenBank
10 20 an 40 50 el T
e e e 1 e e [ e Iy |
HlactisAsS21494 GCATATCAATAMGOGEAGEAM A A GA A MO A COGEEATTGCCT TAGTALRCGROGAGTGAAGOGEC ARG
na4 AACCANCCGGGATTGCCTTAGTAACGGOGAGTGAAGCGECARAAG
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TTGTCTATGT TCCT TGEARCAGGACGTCATAGAGGETGAGAATOCCGTGTGGOGAGGATCCCAGTTATTT
e s s
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e T e e [ |

ARAGTGCTTTCGACGAGTCGAGT TGT T TGEGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGETAAATTOCATCTARAG
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e o

Ze0 aon aip az0 3ao 340 as0

L L L e
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AR AR ATk ARk hw ko ddhkrkrkrrkhkdkdkdkk ki

360 a7 aan &80 400 410 420

AGTGAARALGT. TTGTTGAAGGGAMGGGCA TCAGACATGGCGTTTGCTTCGGCTTTC

AGTGAAAAAGTACGTGARATTCTTGAAAGEGAAGGECATTTGATCAGRCATGGOGTTTGCTTCGGCTTTC
et ok

430 440 450 450 470 480 4c0

GCTGGECCAGCATCAGTTTTAGCGET TGGATARATCCTCGGGAATGTGGCTCTGCTTCGGT. A

GCTGGECCAGCATCAGTTTTAGCGET TGGAT ARATCCTCGGGAATGTGECTCTGCTTCGGTAGAGTGTTA
*d kst de e st dr gk kg g ek ke d ek ek de gk ek ek ek

500 510 520 530 540 550 SE0
T T T T L )

AGCCCGTGGGAATACAGCCAGCTGERACTGAGGAT TGCGACT TTTGTCAAGGATGCTGGCGTAATGETT

TAGOCCGTGGGAATACAGCCAGCTGEEACTGAGGATTGOGACT TTTGTCAAGGATGCTGECGTAATGGTA
e

Figura V.2 Secuencia C44 alineada con K. lactis AS2.1494 con el nimero de acceso EU019221
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Anexo V Alineamiento de las secuencias en GenBank
10 =0 an 40 50 &0 0
L [ T I L L e e e B
FlactisA521494 GCATATCAATAAGCGGAGGARARGARACCAACCGGEA AACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAG
C57 ARCCANCOGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGECARAAG

Clustal Consensus

FlactisAS21494
C57
Clustal Consensus

FlactisAS21494
C57
Clustal Consensus

FlactisAS21494
C57
Clustal Consensus

KlactizA521494
ca7
Clustal Consensus

KlactizA521494
ca7
Clustal Consensus

KlactizA521494
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KlactizA521494
ca7
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KlactizA521494
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Clustal Consensus

hkdkh kb d ko

BO 1] 100 110 120 130 140

CTCARA TCTGGCGTCT TCGACGTCCGAGT TGTAATTTGAAGAAGGCARCTTTGT.

CTCARATTTGAAATCTGGCGTCT TOGACGTCCGAGT TGTAATT TGAAGAAGGCAACT TTGTAGCTGGTCC
ok etk ko e A e ek ke

150 160 170 180 150 Py 10

TTGTCTATGTTCCT TGRAMCAGGACGTCATAGAGEGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCAGT TATTT

TTGTCTATGTTCCT TGRAMCAGGACGTCATAGAGEGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCAGT TATTT
ok etk ko e A e ek ke

ZZ0 230 240 Z50 ZED 270 ZB0
T e e Y [
GTAAAGTGCTTTCGACGAGTCGAGT TET TTRREAAT GCAGCTCTAAGTGEETGETARATTCCATCTAALG

GTAAAGTGCTTTOGACGAGTCGAGT TGT T TGGGAATGCAGC TCTAAGTGGETGGTARATTCCATCTAAAG
ok etk ko e A e ek ke

ZED 0o a10 0 330 340 350
| | | | | | | | | | | | | |

CTAAATATTGGCGAGAGACCGAT AGCGAACAAGT ACAGTGATGGAAAGATGARAAGAACT TTGAAAAGAG

CTAAATATTGGCGAGAGACCGAT AGCGAACAAGT ACAGTGATGGAAAGATGARAAGAACT TTGAAAAGAG
ok etk ko e A e ek ke

360 370 380 350 400 410 420

AGTGAARAAGT. TTGTTGAAAGGGAMGGGCA' TCAGACA

AGTGAARAAGT ACGTGAAATTGT TGAAAGGGARGEGCAT T TGATCAGACATGGCGTTTGCTTCGGCTTTC
ok etk ko e A e ek ke

430 440 450 460 470 480 450
| | | | | | | | | | | | | |

GCTGEGCCAGCATCAGT TT TAGCGET TGEAT ARATCCTCGEGAATGTGECTCTGCTTCGGTAGAGTGTTA

GCTGEGCCAGCATCAGT TT TAGCGET TGEAT ARATCCTCGEGAATGTGECTCTGCTTCGGTAGAGTGTTA
ok etk ko e A e ek ke

s00 510 520 530 540 550 SE0
| | | | | | | | | | | [ |

TAGCCCGTGEGAATACAGCCAGCTGGGACTGAGGAT TGCGACT TTTGTCAAGGATGCTGGCGTAATGETT

TAGCCCGTGEGAATACAGCCAGCTGGGACTGAGGAT TGCGACT TTTGTCAAGGATGCTGGCGTAATGETT
ok etk ko e A e ek ke

570 SED
| | | | |

AMATGCCGCCOGTCT TGARACACGGACC

AARATGCCGCC-GTG
kkkkkkkhkk hw

Figura V.3 Secuencia C57 alineada con K. lactis AS2.1494 con el nimero de acceso EU019221
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Anexo V

Alineamiento de las secuencias en GenBank

C10
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Clustal

10
Candida
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Candida
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Consensus
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Consensus
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Consensus
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in 20 20 40 50 &0 TO
L T T T e e

CCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAMGCTCARA

TAGCGGAGGAAAAGAMACCARCAGGGATTGOCT TAGT AGCGGOGAGTGAAGCGGCARAAGCTCAAATTTG
e R

B0 1] 100 110 120 130 140

TCTGGCACTTTCAGTGTCCGAGT TGTAAT T TGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCT.
AAATCTGGCACT TTCAGTGTCCGAGT TG TAAT TTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGT
A e s e s ey

150 160 170 180 lon 200 pali]
T T T P

TTCTTGEAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGA TGTCCCAGRCCTATGTARAGTTC

TTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGETGAGAATCCCETGCGATGAGATGTCCCAGACCTATGTAARGTTC
kk kR kR Rk khkdkdkhkhkdkdkdk kR kR kR Rk Ak k ok hkhkkkdkdk

Zz20 Zz3a0 240 Z50 ZED ZTe ZBD
e o e I e R

CTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGA  TGCAGCTCTAAGTGGETGET. ARAGCTAAATR

CTTCGAAGAGTCGAGTTGT T TGEEAATGCAGCTCTAAGTGGGTGETAAATTCCATCTARAGCTAANTATT
R s

250 Jon 1o azo 330 340 50

GGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAR A AR

GGEOGAGAGRCCGATAGCGAMC A AGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGARAAAGAGAGTGAA A AR
ddkdededdek kg gk Ak ek gk dedr gk et de ke ke ek de e ek

60 a 380 350 400 41 420

ACGTGAAATTGT TGAAAGGGAAGEGCTTGAGATCAGACT TGGTATTTTGTATGT TACTCTCTCGGGGG

GTACGTGAAATTGT TGAAAGGGAAGEGCTTGAGATCAGACT TGETATTTTGTATGTTACTCTCTCGEGGEE
kk kR kR Rk Rk kkhkhkhkdkhkhkdkdkdkh ke k kR Ak kR kA hkhkhkhkkkkkik

430 340 450 &0 470 480 45D

TGGOCTCTACAGT TTACCGGGCCAGCATCAGTTTGAGCGGTAGGATAAGTGCAAMGAAATGTGGCACT G
TGGCCTCTACAGTTTACCGGGCCAGCATCAGTTTGAGCGGETAGGATAAGTGCAAMGAAATGTGGCACTGE
R s

S00 510 520 530 540 550 SED

TTCGGT: ATAGTCTTTGTCGATACTGOCAGCTTAGACT GAGGACTGCGGCTTCGGCCT.

TTCGGTAGTGTGT TATAGTCTTTGTCGATACTGOCAGCT TAGACTGAGGACTGCGGCTTCGGCCTAGGAT
dedkdededdek kg gk Ak Ak A dr kg ek dede ok et de bk o e ek de e

Figura V.4 Secuencia C10 alineada con Candida parapsilosis con el nimero de acceso

FJ515256
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Anexo V Alineamiento de las secuencias en GenBank
10 20 an 40 50 ED T
e e T D I I T e
c9 HANCANCAGGEATTGCCTTAGT AGCGECGAGTGAMNGCGGCAR A MGCTCARR

C parapsilesis UM7
Clustal Consensus

c9
C parapsilesis UM7
Clustal Consensus

(]
C parapsileosis UM7
Clustal Consensus
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C parapsilosis UM7
Clustal Consensus

(]
C parapsilesis UM7
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TAGCGGAGGARARGRAACCAACAGGGATTGCCT TAGTAGCGECGAGTGAAGOGGCAAAAGCTCAAATTTG
k ok dedkdededdk e dkdddeok gk dedr gk ke ok ek e

BO =i 100 110 120 130 130
L T L L e [ ) [

TCTGGCACTTTCAGTGTCCOGAGT TETAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGECTCTTGTCTATGT
AN TCTGGCACT TTCAGTGTCOGAGT TGTAAT T TGAAGAAGETATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGT
khdkkkdk kA ko kk kAR k kR Rk k ok kd kAR k ko k kR ko

150 180 170 180 150 200 Z10

TTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGETGAGAATOOCGTGCGA” TGTCOCAGACCTAS
TTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGETGAGAATOOCGTGCGATGAGATGTCOCAGACCTATGTAAAGTTC
T ey

ZZ0 il 240 250 ZED Fali] ZB0
T L e [
CTTCGAAGAGTOGAGTTGT T TGEGAATGCAGCTCTARGTGGGTGET. AARGCTARATATT

CTTCGAAGAGTCGAGT TGT T TGRGAATGCAGCTCTAAGTGGETGGTARATTCCATCTARAGCTARATATT
R e ey

ZBD 00 10 azo 310 140 as0
L L L e

GGOGAGAGRCCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAR A AGRACTTTGAARAGAGAGTGRAA MR

GGOGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGEAAAGATGARAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAR AN
L T s

3l e JB0 as0 300 410 420
L T L L e [ ) [

ACGTGAAATTGT TGARAGGGAAGGGCT TGAGATCAGARCTTGGT TATTTTGTATGT TACTCTCTCGRGG

GTACGTGAARATTGT TGAAAGGGAAGEGCT TGAGATCAGACTTGGT - ATTTTGTATGT TACTCTCTCGGGG
L

430 130 450 4E0 470 480 450

GTGGCCTCTACAGT TTACCGGGOCAGCATCAGT T TGAGCGETAGGATAAGT GCAAAGARATGTGGCACTG
GTGGCCTCTACAGT TTACCGGGOCAGCATCAGT TTGAGCGGTAGGATAAGT GCAAAGARATGTGGCACTG
L

S00 s1n 520 530 540 550 SED

CTTCGGTAGTGTGT TATAGTCT T TGTCGATACTGOCAGC T TAGACTGAGGACTGOGGCT TOGGCCT:
CTTCGGTAGTGTGT TATAGTCT T TGTCGATACTGOCAGCTTAGACTGAGGACTGOGGCTTOGGCCTAGGA
R e ey

570 580 SC0
T [ I

TGT - GGCATAATGATCT - AAGHCGHIIE
TGTTGGCATAATGATCTTAAGTOGCCCGTCTT
khk kkkkkkkkkkRkE kkk ko

Figura V.5 Secuencia C9 alineada con Candida parapsilosis con el nUimero de acceso

FJ515256
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Alineamiento de las secuencias en GenBank

C parapsilosis 8.6
B3
Clustal Consensus

C parapsilosis 8.6
BA
Clustal Consensus

C parapsilosis 8.6
BS
Clustal Consensus

C parapsilosis 8.6
B3
Clustal Consensus

C parapsilosis 8.6
BS
Clustal Consensus

C parapsilosis 8.6
BS
Clustal Consensus

C parapsilosis 8.6
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Clustal Consensus

C parapsilosis 8.6
BS
Clustal Consensus

C parapsilosis 8.6
BS
Clustal Consensus

1o 20 a0 40 50 &0 i)
T T T e e
TATCAATAAGCGGAGGAARAGAAACCAACAGGGAT TGCCTTAGT AGCGGCGAGT GAAGCGGCARAR

ANCHRCAGGGATTGOCTTAGTAGCGGOGAGT GAAGCGGCARAL
R A Ry e Ty

B =] 100 110 120 130 130
L e P

GCTCARA TCTGGCACT T TCAGTGTCOGAGT TGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCT
GCTCARATTTGAAATCTGECACT TTCAGTGTCCGAGT TGT AATTTGAAGAAGGTATCTTTGRETCTGECT
Addd Atk dddd ket ke Ak

150 1E0 170 180 1c0 200 Z10

CTTGTCTATGTTTCT TGGAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATOOCGTGOGA” TGTCCCAGRCOCT
CTTGTCTATGTTTCT TGGAACAGAACGTCACAGAGGETGAGAATCCCGTGCGATGAGATGTCCCAGACCT
dhdddkkhdhddhhhkhkkkkk ek hkkkk ke ok khkkk kAR AR R Rk

ZZ0 230 90 250 ZED T Z80
e L
ATGTAAAGTTCCT TOGARGAGTOGAGT TGT T TEEGAATGCAGCTCTARGTGHGTGGT. TTOCHA

ATGTARAGTTCCTTCGAAGAGCCGAGT TGT T TREGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTARATTCCATCTAR
ddddddkkddddddhhhhhhh kkkdkdkdkdkk ok k ko k kR R ARk ke

ZB0 200 310 az0 30 340 350
L e L e e

ARATATTGEOGAGAGACCGATAGCGAACAAGT. TGEAAAGATGAAAAGAACTTTGAARAG
AGCTAMATATTGGOGAGAGACCGATAGCGARACAAGT ACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGARARAAMG
Addd Atk dddd ket ke Ak

260 170 280 1] 400 410 420

AGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGT TGAAAGGEAAGGECT TGAGATCAGACT TGGTATT T TGTATGTTAC

AGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGT TGAAAGEGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTT TGTATGT TAC
et ek ek et e ok ok ok ok oo ok ok ok ok ok kb kbbbt gt gt e o o e e e e

430 440 450 &0 470 480 450

TCTCTOGGGGETGECCTCTACAGT TTACCGRGCCAGCATCAGT T TGAGCGETAGGATARGTGCARAGANN

TCTCTOGGGGETGECCTCTACAGT TTACCGRECOCAGCATCAGT TTGAGCGGTAGGAT AAGT GCARAGAAL
deddddd ke kg kAR ke e

S00 S0 S20 a0 540 550 SE0

TETGECACTGCTTOGETAGTGTGT TATAGTCT T TG TCGATACTGOCAGCTTAGACT GAGGACTGCGGCTT
TETGECACTGCTTOGGTAGTGTGT TATAGTCT T TG TCGATACTGOCAGC T TAGACT GAGGACTGCGGCTT
Addd Atk dddd ket ke Ak

570 580 500 EDD ELD E2D
L L e [ [
CGEOCT, TGTTEGCATAATGA AAGTCGOCCGTCTTGAAACACGRACCA
CEECTTAGGATGTTGGRCATAATGATCTTAAGTCGCCOGTCTTGARACACGEGACCARGEEOGAATTCG
hkkdk Fhkhkdkdkkhkkkdh bk bkkrdkhhbkkbhrdhd bbbk hbhkkdrrdhk

Figura V.6 Secuencia B5 alineada con Candida parapsilosis con el nUmero de acceso

EU605804
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Alineamiento de las secuencias en GenBank

Anexo V
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Figura V.7 Secuencia C15 alineada con Candida zeylanoides con el nimero de acceso
FJ480853
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C.zeylanoides TJ¥Th
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Clustal Consensus
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C.zeylanoides TJ¥Tb
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Figura V.8 Secuencia C17 alineada con Candida zeylanoides con el nimero de acceso
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1 232223322ttt sttt s

khkkkhhkrkhddkkhhdk ko hhddr ok ddhhd ok whhdwdhdw ki kkd ko kkkdrkok

220 220 240 250 ZED yli] ZB0
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AARGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGETGGTARATTCCATCTA
CATGTARAGTGCTTTCGARGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTARATTCCATCTA
Tk kkkkkkw ko wdkkdkrdkdkkkkkkkkkkkw koo

Zo0 100 310 azo 230 240 250
I I e
AAGCTARATATTGGCGAGAGACCGATAGCGALCAAGT. TGGAAMGATGAARAGAACTTTGAARA
AAGCTARATATTGECGAGAGACCGATAGCGALCARGTACAGTGATGGAARGATGAARAGAACTTTGARRA
Tk kkkkkkw ko wdkkdkrdkdkkkkkkkkkkkw koo

2ED a7 380 aco 400 410 4z0
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GAGAGTGARAAAGTACGTGARATTGTTGARAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCGTTCCC
GAGAGTGARAARGTACGTGARATTGTTGARAGGGARAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCGTTCCC
Tk kkkkkkw ko wdkkdkrdkdkkkkkkkkkkkw koo
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B R I T I N
TTCCTTTTTGGTTGEETTCCTCGCAGT TTACTGGGCCAGCATCGGTTTGGATGGET. TAATGACA’
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GAATGTAGCTTTACTTCGGETGAAGTGT TATAGACT TTGTTGATACTGCCT
GAATGTAGCTTTACT TCGGETGAAGT GT TATAGACT TTGTTGATACTGCCTATCTAGACCGAGGACTGOGT
kR Rk kR ke ke ke ko
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Figura V.9 Secuencia C29 alineada con Candida zeylanoides con el nimero de acceso

EU285537
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Anexo Vi
Secuencias

&g?}'&%ms 17_NL1 Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-026
23101 Jun 27,2008 11:49AM, CEST
SIN G:71 A:94 T:36 C:80 KB_3100_POP&_BDTv3.mob 5 Jun 27,2008 12:20PM, CEST
KB.bop Pts 1010 to 3700 Pk1 Loc:1010 Spacing:18.03 Pts/Panel1500
KB 1.1.1 Cap:12 Version 5.1  HISQV Bases: 97 PALOMA MARTINEZ Plate Name: ifc107
N INZ PN GGE 21 TGoCr (NG 17 cGECeNCNGR GEGT CCT(RRALITTG TCTINNCAGT TTCAGT CTICCACT TG CiAGAAGGIAAC ITTGET ITTGGET CTITGTCICTN RCNTN
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Printed on: Wed Jul 02,2008 02:28FM, CEST Electropherogram Data Page 1 of 1

Figura V1.1: Candida zeylanoides TJY7b (C17). Cebador NL1 directo
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Anexo Vi
Secuencias

%g's’;'set‘éms 17_NL4 Inst Madel/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025
23104R Jul 01,2008 03:19PM, CEST
S/N G133 A119 T:117 C:204 KB_3100_POPE_BDTv3.mab Jul 01,2008 04:02PM, CEST
KB.bcp Pts 874 to 10000 Pk1 Loc:874 Spacing:15.95 Pia/Panei1600
KB 1.1.1 Cap:5 Version 5.1 HISQV Bases: 523 PALOMA MARTINEZ
NNGGC TTAG ITLaTTACGC(aG CATCCTAG TCINAQACGCAG TCCTCGG ICTAGATAGGC AG TATCARCRAR L (R
1 i3 25 a7 40 €1

ARCCG ”C_.EECC( GTaA A A c
133 ibt 164 141 193 2048 217 223 241

Ml i VA

Ui

CTGTACTTETTCEETATCGETCICTCGLIAATR

277 288 301
|
i 'mﬂf\ml\:\f\mml\ st pbansPannstNasAansAAAABABAACASA A ; Aal An A =
: CTCATCGCACCECATTCTCACCCTCTGTEAC GTCCTET TCOAAC CARCATAGACAR GAGCCAARACCAAAGT TACCTTCTTCARATTACAACTC GAACACTGAAAG
409 421 433 445 457 Cass 481 493
TECTAGAT TTCARATTIGAGCT IT TGCCGCT TCAC ICGCCGTIACTGA 2GENARNNN RGNINAGTT RAT TICCARCCCC FNTNT N NMANNA N
508 517 529 541 553 565 577 sa9
|
N\
Mz
L
Printed on: Wed Jul 02,2008 02:34PM, GEST Electropherogram Data Page 1 of 1

Figura VII.2: Candida zeylanoides TJY7b (C17). Cebador NL4 reverso.
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Anexo Vi
Secuencias

Applied
Biggystems 15_NL1
23100R

SIN G:602 A:451 T:505 C:478

KB_3100_POPS_BDTv3.mob

Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025
Jul 01,2008 03:19PM, CEST
Jul 01,2008 04:02PM, CEST

KB.bep Pts 880 to 7100 Pk1 Loc:880 Spacing:16.02 Pts/Panel1500

KB1.1.1 Cap:3 N Version 6.1 HISQV Bases: 364 PALOMA MARTINEZ Plate Name: ifc108
IPNPNC AGG(G RTNIRG CTCNG T75.CGG C6 /@t GAAGC GECFAA AEC T TT GRARTET.RGCACT TTCAGT CTTE CIGT TG TT GAAGARGGIARCTIT TG G ITTGECTOTTET LT

13 25 37 a9 &1 73 85 a7 109 1z1 l

\phanaafanaAtaiaMan s adanaafla
YT

CCAACAR GTACAGTGAT GG G =
253 265 277 2za3 301 313

SCT TCCTT

Printed on: Wed Jul 02,2008 02:33PM, CEST

Electropherogram Data Page 1 of 1

Figura VII.3: Candida zeylanoides 10C-1(C15). Cebador NL1 directo.
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Anexo Vi
Secuencias

Applied
Big'sjystems

S/N G:33 A:21 T:21 C:38

15_NL4
23103
KB_3100_POP6_BDTv3.mab

Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025

Jun 27,2008 11:49AM, CEST
Jun 27,2008 12:28PM, CEST

KB.bep Pts 1048 to 4850 Pk1 Loc:1048 Spacing:15.48 Pts/Panel1500
KB111  Capits Version 5.1 HISQV Bases: 188 PALOMA MARTINEZ Plate Name: Ifc107
[ NGSC THANZACAT T#CGCLAG CATCCTEG TCIMINACGCRG TCCTC6 G IC TAG ATAGGCAGTAT CAA CAAAGT CT ATAACAC TT CAC \GTEAAGGTACAT TCCAA TTA|
1 12 23 34 45 56 &7 7€ 89 100 121
T e . —
\ A An annpan A Y F 2
JACERHUAUVY Y AN RANVAAAARA M MAA AMARAAAAA A ARA RN
€ Can §GAR GGG AAC GOARZATACCARGTCTGATCTCARGCCCITCCONTT T RANTTNcea Nooc o1 - N
3 117 188 199 210 221 232
ADBCANAAASAAAANAA SN AN Ao s A s AnAAA i AR = il
NN MNc
243

Printed on: Wed Jul 02,2008 02:29PM, CEST Electropherogram Data Page 1 of 1

Figura VIl.4: Candida zeylanoides 10C-1(C15). Cebador NL4 reverso
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Anexo Vi
Secuencias

\pplied
Biosystems
S/N G:311 A:139 T:141 C:168
KB.bep
KB 111 Cap8

1-NL1

23099
KB_3100_POP&_BDTv3.mob
Pts 1025 to 7560 Pk1 Loc:1025

Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025
Jun 27,2008 11:49AM, CEST

Jun 27,2008 12:28PM, CEST

Spacing:15.83 Pts/Panel1500

Plate Name: ife107

Wersion 5.1 HiSQ\I B 367 PALOMA MARTINEZ

CTTTGGGTCT GECTCTTGT

PLINZENIN GGG ATTGCCTIAGTAGC GGUGAG LGIAGCGGES AGCT T "‘,CG:—:‘A,';( G TGTCC GA T GH
33 a5 78 89 100 111
ﬁ {‘ |
Ay f'ﬁ 0 min
WVU\ y ! »m A M
o] off vd '. GICCCAGACCT eTT TTCG GTCGAG GTTTEG GAAT L\. GC (53 G TGGET GEY
177 188 210 221
nﬂ(\/\.’\'w""\l\mumf\/\f\"nf\f\,\ Mdaaan o/ AAAAANAAARAAAAAA AR AR AN AAAAAA AR A A AR AARA A Basaha,
TTGGCG G AGR \.C" TAGC GA. AAGTACAGTGATGGRAAGATGR LAG CTITT GRARAGAGAGTGAARRAGTACGTGH TTGTTGARARGEGARAGGGCTTG <
278 287 298 308 320 331 342 353 364

Printed on: Mon Jun 30,2008 12:25PM, CEST

Electropherogram Data Page 1of 1

Figura VII.5: Candida zeylanoides SY6X-2 (C9). Cebador NL1 directo.
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Anexo Vi
Secuencias

Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025

Applied

\ 1_NL4

PRy symhiz 23102 Jun 27,2008 11:49AM, CEST

S/N G:194 A:122 T:160 C:288 KB_3100_POP8_BDTv3.mab . Jun 27,2008 12:28PM, CEST
Spacing:15.76 Pts/Panel1500

KB.bep
KB 1.1.1 Cap:14

RNIN NFENNRANANZRAT TAT BCCA CAT COTAGGCEBaiGs
13

Pts 870 to 10050 Pk1 Loc:870
Version 5.1 HISQV Bases: 568 PALOMA MARTINEZ Plate Name: ifc107
S EGEAG TECTCAB TCTARGE TGGUAGT ATG GACARAGACT AT AACACACTACCGARGCAGTECCACAT TTET TTGEACT T AT]
73 as 27 108

25 37 ag 61

o0

MMMMEWMMUWWUM UU&!\& MMWUUUUW il J@lm“n

I
Il
265 o 20%

TGA

G\,ZGG(.»CGG CTAGAGGLCACCLCCGAGAGAGT
157 169

TGTTCGE TATCGGT c (. coocar '-l:t:‘,‘, PAGATG GRATTTACCE

285

f\b_ﬁuW\JWﬂf‘qu\Mlﬂm mmnﬂnwﬂwwxwmmmmmm A AN AR

CrGGGACATCTCATCGCACGGEAT CCTETGTEACETTCTBT TCCAAGY CATAGRCAPGAGCCARGRCCCARLAGATACCTTC!
as7 469 as1’ 493

3s7 409 421 433 445

508

‘nA"t‘mNme[\fV\nN\tv \NNAAA AR ara NI A A AN N s
AGTGCCAGAT T TCAAAT ITGRGCTTT TECCGCTICACTC GCCGCTACTAAGEGCAATCCETE TTGGT TICT T TICCICCGET T [ GManEA NN
517 5235 541 553 565 589 601

Printed on: Mon Jun 30,2008 12:26PM, CEST

a Elsctropherogram Data Page 1 of 1

Figura VII.6: Candida zeylanoides SY6X-2 (C9). Cebador NL4 reverso.

Posgrado en Ciencias Bioquimicas. UNAM

138

138



Anexo Vi
Secuencias

\pplied
Biosystems

S/N G:557 A:293 T:412 C:430
KB.bep

C-10_IDA-NL1
23722
KB_3100_POP&_BDTv3.mob
Pts 1175 to 5150 Pk1 Loc: 1175

Version 5.1 HiSQV Bases: 206 PALOMA MARTINEZ

o

KB1‘I1 Cap:2

l MNNNFCPRN G RNRRGCCL 006 GL GGCBAGT

.“ . n/WW\" N\' M M

\ GG GCPARAGCTCZAATTT & TCTGCCACTTICAGTGTLC GAGT
43 61 13 as

ﬂm\ﬂ"t“/\!‘”\f\f\i\‘ AMAMA N AR AR

AAGGTATCT TTGGGICTGGCTICTTGTCY

Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025

Sep 13,2008 02:43PM, CEST
Sep 13,2008 03:18PM, CEST
Spacing:18.21 Pts/Pans1500

Plate Name: ifc116

109 121

RATCCC GEGCGATGAGAT GTCCCAGACCTATET

TCGEAGAGTCGAGTT 6T
205 217

Ml 1M W‘ﬂ' J\rw

169 181

TTGGEE

Printed on: Wed Sep 17,2008 02:48PM, CEST

Electropherogram Data Page 1 of 1

Figura VII.7: Candida parapsilosis UM7 (C10). Cebador NL1 directo.
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Anexo Vi
Secuencias

&gg’;‘g‘;ms C-10_REGRESO-NL4 Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025
23724 Sep 13,2008 02:43PM, CEST

S/N G:573 A:561 T:826 C:957 KB_3100_POPS&_BDTv3.mab - Sep 13,2008 03:18PM, CEST
KB.bep Pts 1132 to 11200 Pk1 Loc:1132 Spacing:17.91 Pts/Panel1500
KB11.1 Cap:4d Version 5.1 HiSQV Bases: 5556 PALOMA MARTINEZ Plate Name: ifc116
[ NIN NANZNZTCaT 15T GCCA CAT CCTAGE CCCEAGCCECAETCCICAGTCTIAGET GGCAGT AT C GAC/AAGACIATIACACACT ACCGAA GCAGT GOCACAT TTCTIT GCACTIRT CCTAY
1 12 23 34 as 56 67 78 83 100 111 12

CGCT CRAR CTGATGCT GGECC GETAALLT GTAGA GECCACCECC GAGAGAGTAACATACAAAATACCANG TCT GAT CICAA GCCOTTCOCT T TCIA CAAT ©1 CACGTACT TT TTCACTET CTT 1T
133 144 155 165 177 188 199 210 221 232 243

254 265 276 287 298 309 320 331 34z 353 364

375 386 357 408 419 430 441 452 463 474 485 496

AN AR A A A A A AN A A A A AAAAAAAR AR / - .
AGTGCCAGATTTCAAATT TGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCC GO TACTARGGCAAT

507 518 52y 540 551 |
st N a = .
Printed on: Wed Sep 17,2008 02:48PM, CEST Electropherogram Data Page 1 of 1

Figura VII.8: Candida parapsilosis UM7 (C10). Cebador NL4 reverso
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Anexo Vi

Secuencias

Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025

ﬁgé’#&%ms B4_NL1-IDA s
aaaaa RR Sep 29,2008 05:26PM, CEST
S/N G:207 A:221 T:275 C:156 KB_3100_POP6_BDTv3.mob Sep 29,2008 06:06PM, CEST
KB.bcp Pts 950 to 13000 Pk1 Loc:950 Spacing:18.6 Pts/Pan I 500
KB 1.1 C /i 1 _— ! V rsio 5 1 HiSQV B sssss 735 PALOMA MART NEZ Plat N ame: ifc118
< INe rGr T Gh AGTT

=
e

/ “ul Iy uhm il lhl. ;la mnlluulhlmln

i,, “11 I mm h dl u. il m 1 uhh L Iy uhulll “l tlmm I h ‘

nz\wmmwmﬂm il mﬂwmmfv_u\/\mﬁwmﬂ

Al AX LIOLA 1
Electrophi gmthan e 1of 2

A Ay A {3 / 0.8
Prin ied Tue Sep 30, ZGUB 02 12F'M CEST

Figura VII.9: Candida parapsilosis 8.6 (B5). Cebador NL1 directo
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Anexo Vi
Secuencias

égg’!‘,’s"t‘éms B6_NL4-REV Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025
23888RR Sep 20,2008 05:26PM, CEST

SIN G101 A:103 T:153 C:90 KB_3100_POP6_BDTv3.mob ‘ Sep 29,2008 06:06PM, CEST
KB.bep Pts 900 to 12850 Pk1 Loc:900 Spacing:16.64 Pts/Panel1500
KB 1.1.1 Cap:15 Version 5.1 HiSQV Bases: 768 PALOMA MARTINEZ Plate Name: ifc118
' FTCCTT GACa aACTCGCIAT CCTCAGT CCCAGCT GGCT GT T TCCCAC GGG CTATAACACTCTA AAGCAGAGCCACATT CCCGAGG FTTTATCE

h: NNNBNPNNTT A C(aT T C GCLAG CATCCTT GAC
13

ey | as 2 P AR ‘51 e o

bt s sl

493

co

. ; \ o A o
MMNMWMMW\“MW&W%\WMMWJA‘MMWxNWWWVMWM’MWM WA e Wi
!:I"‘;OISG\:liG'C:‘-L \L'élk-,GLLC'\ '-L".-‘-rlzbgm..\ﬁ'rcu_'u L;S‘.;'lucu TICTTT \;:33 cCGTT -"?56651' ATGCRAR GG 5;76]" ?TTCGEEGCZ;;'!'-‘T, ‘ETCST;DTICG cT:.L‘.’-.L—"ZlG;-.GJ CG‘:;"T':‘--EfDZ-'F’-'

N0 000000000 ey

L0l AL XK IO 205
Electropherogram Data Page 10of 2

XY AN e AW I )
Printed on: Tue Sep 30,2008 02:15PM, CEST

Figura VII.10: Kluyveromyces lactis AS2.1494 (B7). Cebador NL4 reverso
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Anexo Vi
Secuencias

Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025

pplied
: Bausystems 44_NL4-REV

23630 Sep 09,2008 03:35PM, CEST

SIN G:450 A:449 T:750 C:950 KB_3100_POP6_BDTv3.mob » Su: 08,2008 04:09PM, CEST
KB.bep Pts 770 to 9100 Pk1 Loc:770 Spacing:15.05 Pts/Panel1500
KB 111 Cap® . Versm 51 HiSDVE aaaaa 535 PALOMA MART\NEZ Plate Name: ifc115
lnmm NNBMNINT T/ Gtz T TACGC LG CATCCT 16 A A &c TC CCCAG C G CTATAACACT CTACTG? .'GC'G 6CC \_7c

iz 34

,AA. Aty I, Almm“ul Ul “u il an nu “l i

mnll“h“m m \ muhuﬂnlu hn m N" uhl m mm I mm

IWMMMMMI\!MMMU\MMMM il m}W\ MAIW mﬂf mmmn/mw Nmﬂwﬂnmmwwwﬂw uwaW\MNW il u‘mMNW

MMNU\WW\M ﬂMWV\ﬂN\/\/\/\ﬂMVW\ﬂAAAWI\WJl vww ’!WMWMWNWW/\NW mew\ﬂﬂwwwmm | g

- R e
Electropherogram Data Page 1 of 1

Figura VII.11: Kluyveromyces lactis AS2.1494 (C44). Cebador NL4 reverso
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Anexo Vi
Secuencias

é"-m"‘ea 44_NL1-IDA Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025

josystems 23628 Sep 08,2008 03:35PM, CEST

S/N G:682 A:486 T:713 C:578 KB_3100_POP&_BDTv3.mob 4 Sep 08,2008 04:09PM, CEST

KB.bep Pts 880 to 9130 Pk1 Loc:B80 Spacing:14.81 Pis/Panel1500

KB1.11 Ca ps v sion 51 HISOVB 533 PALOMA MARTINEZ Pt t N ame: ifc115
NhIN INC A TTIGTA

_/zxwmwmwmmww WMMMMMMM I Mh M\n f\ﬂ Aﬂm
Mumf\mmu\m/\f\nﬂ '»m J\I\ MM mw Jul MWMMN’M m!w aﬂﬂﬂmﬂﬂl\ﬂﬂ\!\n Tl

\M NW M‘n WMNU w\m lmmﬂmm/\m/\ﬂf” MM M*mﬂﬂw wwwm mwwwﬂnw «Mnl\m"w~ il m

Vi e A M ol AL

Printed on: Thu Sep 11,2008 11:33AM, CEST Electropherogram Data Page 1 of 1

Figura VII.12: Kluyveromyces lactis AS2.1494 (C44). Cebador NL4 reverso
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Anexo Vi
Secuencias

‘B‘igg’,',':tﬁms 57_NL1-IDA Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025

23629 Sep 09,2008 03:35PM, CEST

S/N G:1240 A:807 T:1070 C:813 KB_3100_POP8_BDTv3.mob Sep 09,2008 04:09PM, CEST
KB.bep Pts 850 to 9200 Pk1 Loc:850 Spacing:14.89 Pts/Panel1500
KB 1.1 1 C p . V rsl 5 ‘x HISQVB ases: 531 PALOMA MARTFNEZ P x N ame: Hel 15
MR ICCGE GG ATTGCCT 1 T FA GAAGC TG TCTGG F cGn CG.G‘I"G" TTT GAA GH. '~”:‘T"'G' T

|
[u

| ,/ /} um Au W Nh uhmx ol nllmﬂ L mn“ h lw “w l A ﬂm h

n uM 11 mm mml hull m ML 1 Iy nuh h h nlhthh le“x

Il lm i ,ﬂ Ui unl

AARALTEA L dd Lot LEA A
Printed on: Thu Sep 11,2008 11:36AM, CEST - i Electropherogram Data Page 1 of 1

Figura VII.13: Kluyveromyces lactis AS2.1494 (C57). Cebador NL1 directo
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Anexo Vi
Secuencias

Bms)!rlset‘éms 57_NLa-REV Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025

23631 Sep 09,2008 03:36PM, CEST

SIN G:434 A:381 T:620 C:757 KB_3100_POP6_BDTv3.mob Sep 09,2008 04:09PM, CEST
KB.bep Pts 788 to 9120 Pk1 Loc:788 Spacing:15.07 Pts/Panel1500
KB1.1.1 Cap:11i v sion 5.1 HISQVEI ases: 534 PALOMA MARTLNEZ Plate Name: ifc115

NZN NN PGRIN 1 TT/CGC(aGCATCCTTE ACA TCGCFATCCT CCAGCT GGCT € E CACT CTACCGAAGCAGRGCCACATICCCGAGGATITAT]
as 55 ‘.' 89 100 111 122

-
AA\‘&&MUMM“ uhn lm il u “11 m“hm mm m _ \ llnml LTV

nuuM nh “m m l \ Am nm mmu l mm Il m un H

;, um I 1“ I HLJ I uluh il nh i

P
MMMNMMWW\AMM rmw\wxﬂ f‘w Wﬁnﬂfbmwmwwwwmwwv’ﬂwwwwww MWWMW\MWV\A

N NIN

W“(WV\JL\ MW*“MMVW”M( tg_wgk

Printed on: Thu 8ep 11,2008 11:37AM, CEST

Eleotropheroggﬁ Data I_;'age 1of1

Figura VII.14: Kluyveromyces lactis AS2.1494 (C57). Cebador NL4 reverso
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