
187

Caracterización e identificación de aislados de levaduras carotenogénicas

187

Universitas. SCIENTIARUM
Disponible en línea en:

www.javeriana.edu.co/universitas_scientiarum
2009, Vol. 14 N° 2-3: 187-197

Artículo original

Resumen

Objetivo. Identificar y caracterizar levaduras pigmentadas aisladas de ambientes naturales del Ecuador que sean productoras de metabolitos
de interés para la industria y puedan ser utilizadas en posteriores aplicaciones biotecnológicas. Materiales y métodos. Se trabajó con 26
aislados pigmentados de la Colección de Levaduras Quito-Católica (CLQCA) que fueron sometidos a pruebas fisiológicas y moleculares
para su caracterización, tipificación e identificación. Se evaluó la capacidad de asimilación de azúcares. Se emplearon las técnicas molecu-
lares RFLP-ITS, MSP-PCR, amplificación parcial del segmento 26S del ADNr y secuenciamiento para identificación a nivel de especie. Se
incubaron todos los aislados a 20, 30 y 37°C para determinar la temperatura en la que presenten mejor crecimiento. Posteriormente, fueron
determinadas las curvas de crecimiento para cada aislado. Resultados. Se identificaron las especies: Rhodotorula mucilaginosa,
Rhodosporidium babjevae,  Sporidiobolus ruineniae, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula slooffiae y una especie nueva del género Rhodotorula.
Conclusiones. Se seleccionaron como cepas promisorias para futuros usos industriales los aislados de Rhodotorula mucilaginosa (CLQCA-
12-013 y CLQCA-12-008) y Rhodosporidium babjevae (CLQCA-10-188), por presentar características de crecimiento rápido, alta
asimilación de azúcares, producción de biomasa e intensidad en la pigmentación.

Palabras clave: levaduras pigmentadas, tipificación molecular y fisiológica, curva de crecimiento.

Abstract

Characterization and identification of isolates of carotenogenic yeast strains from several natural zones of Ecuador. Objective. To
identify and characterize pigmented yeasts isolated from natural environments in Ecuador, producing metabolites with industrial importance
and with potential use in further biotechnological applications.  Materials and methods. Twenty-six pigmented isolates from the “Colec-
ción de Levaduras Quito-Católica” (CLQCA) were exposed to physiological and molecular tests for their characterization, typification and
identification. Sugar assimilation ability was evaluated. Molecular techniques such as ITS-RFLP, MSP-PCR, partial amplification of the
segment 26S of the rDNA, and sequencing were used for their identification at the species level. Growth curves for each isolate according
to their specific optimum growth temperatures.  Results. The following species were identified: Rhodotorula mucilaginosa, Rhodosporidium
babjevae, Sporidiobolus ruineniae, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula slooffiae, as well as a new species of the genus Rhodotorula.
Conclusions. Rhodotorula mucilaginosa (CLQCA-12-013 and CLQCA-12-008) and Rhodosporidium babjevae (CLQCA-10-188)
isolates were selected as promising strains for industrial applications, because they showed characteristics such as rapid growth, high
assimilation of sugars, biomass production, and pigment synthesis.

Key words: pigmented yeasts, molecular and physiological typification, growth curve.
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Introducción

Los pigmentos carotenoides presentes en algunos géneros
de levaduras confieren colores característicos a las colo-
nias y protección contra efectos dañinos de la radiación
UV (1). La identificación de especies basada en criterios
de morfología está fuertemente influenciada por las condi-
ciones de cultivo por lo que, en la actualidad, es comple-
mentada con datos obtenidos por técnicas de biología
molecular, que se fundamentan en el análisis de fragmen-
tos de las moléculas de ácidos nucleicos, con particular
énfasis en la comparación de secuencias de ADNr (2, 3).

Levaduras productoras de carotenoides pertenecientes a
los géneros Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomy-
ces, Sporidiobolus y la especie Phaffia rhodozyma han
sido estudiadas en otros trabajos similares, las cuales se
caracterizan por asimilar un amplio espectro de fuentes de
carbono (4). Los géneros Rhodosporidium y Sporidiobolus,
son productores de carotenoides como: â- caroteno, ã
caroteno, toruleno y torularodina (5).  Mientras que, Phaffia
rhodozyma ha sido utilizada industrialmente en la produc-
ción de astaxantina. Este pigmento es utilizado en la avi-
cultura para la alimentación de gallinas de postura y pollos
de engorde para mejorar el color de la yema de huevo y la
piel de pollo; además, en la acuacultura se utiliza como
pigmento de carne, piel o exoesqueleto en salmónidos y
crustáceos (6).

Estas levaduras pueden ser aisladas de ambientes natura-
les ya que presentan una amplia distribución, y son capa-
ces de colonizar múltiples sustratos naturales y artificiales.
Además, presentan capacidad de adaptación a ambientes
extremos como glaciares y ambientes ácidos (10).

Algunas especies de levaduras, como las que son objeto
del presente estudio, han desarrollado estrategias para la
disminución del daño producido por la radiación solar.

Los mecanismos de fotoprotección que se conocen en le-
vaduras incluyen la síntesis de compuestos antioxidantes
como pigmentos carotenoides y de absorción UV, como
las micosporinas (7, 8).

La función más importante de los carotenoides, en las le-
vaduras es la protección contra la combinación dañina del
oxígeno singlete y la luz visible o UV (6, 9). Su acción
consiste en desactivar los radicales libres que se producen
durante el metabolismo normal de las células, tales como
el oxígeno singlete (1O

2
), hidroxilo (OH-), peróxidos y otros

oxidantes mediante un proceso en el que se transfiere ener-
gía de altos niveles de excitación a un triplete de la molé-
cula de carotenoide, el cual puede regresar a su estado
basal liberando calor. Se ha reportado que en organismos
como Phaffia rhodozyma, el 1O

2
 y los radicales peróxidos

inducen la biosíntesis de su pigmento característico. Otros
factores que inducen la síntesis de astaxantina incluyen a
la antimicina y otros inhibidores de la cadena respiratoria
(6).

Ecuador es un país megadiverso debido a la gran variedad
de ecosistemas y microclimas como resultado de su ubica-
ción geográfica, misma que además determina una alta
incidencia de rayos UV, especialmente en la cordillera de
los Andes. Esto hace del Ecuador un sitio de interés para
estudios de biodiversidad de levaduras productoras de
pigmentos. El presente estudio es el primero realizado so-
bre levaduras carotenogéncias de algunas regiones de
Ecuador con un enfoque biotecnológico.

Las levaduras pigmentadas que se presentan en este estu-
dio podrían ser utilizadas como fuentes naturales de
carotenoides, lo que ha generado interés por las posibles
aplicaciones industriales, en especial de alimentos y cos-
méticos. Esta investigación se enfoca en el estudio y  se-
lección de aislados promisorios con miras a futuras
aplicaciones industriales.

Resumo

Caracterização e identificação de isolados de leveduras carotenogénicas de diferentes áreas naturais do Equador. Objetivo.
Identificar e caracterizar leveduras pigmentadas isoladas de ambientes naturais do Equador, que produzem metabólitos de interesse para a
indústria e podem ser usadas em subseqüentes aplicações biotecnológicas. Materiais e métodos. Trabalhou-se com 26 isolados pigmentados
da Coleção de Leveduras Quito-Católica (CLQCA) que se submeteram a provas fisiológicas e molecular para sua caracterização, tipificação
e identificação. Foi avaliada a capacidade de assimilação de açúcares. Foram utilizadas as técnicas moleculares RFLP-ITS, MSP-PCR,
amplificação parcial do segmento 26S do ADNr ribossomal e seqüenciamento para sua identificação em nível de espécie. Determinaram-
se as curvas de crescimento para cada isolado de acordo com a sua temperatura ótima de crescimento. Resultados. Foram identificadas as
espécies: Rhodotorula mucilaginosa, Rhodosporidium babjevae, Sporidiobolus ruineniae, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula slooffiae e
uma nova espécie do gênero Rhodotorula. Conclusões. Foram selecionados como cepas promissoras para futuros usos industriais os
isolados de Rhodotorula mucilaginosa (CLQCA-12-013 e CLQCA-12-008) e Rhodosporidium babjevae (CLQCA-10-188), por apresentar
características de crescimento rápido, alta assimilação de açúcares, produção de biomassa e síntese de pigmentos.

Palavras-chave: leveduras pigmentadas, tipificação molecular e fisiológica, curva de crescimento.
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El presente trabajo fue realizado entre enero de 2008 y
abril de 2009 en lo que se refiere específicamente a la bús-
queda de aislados de interés biotecnológico preservados
en la CLQCA, sean estos aislados identificados en anterio-
res estudios o aislados por ser identificados dentro de esta
investigación.  La nueva especie del género Rhodotorula
fue hallada por Carvajal y James en 2007.

Materiales y métodos

Aislados de levaduras carotenogénicas

Se trabajó con 26 aislados de levaduras pigmentadas de la
Colección de Levaduras Quito Católica (CLQCA) (Tabla 1).

Código Especie Sustrato Sitio de Colecta

CLQCA-10-005 Rhodotorula mucilaginosa Anthophoridae PUCE Insectos preservados Museo de Zoología

CLQCA-10-009 Rhodotorula mucilaginosa Anthophoridae PUCE  Insectos preservados Museo de Zoología

CLQCA-10-024 Rhodotorula mucilaginosa Lupinus sp. Yacimiento arqueológico, Rumipamba, Quito

CLQCA-10-033 Rhodotorula mucilaginosa Vasija de chicha Yacimiento arqueológico, Rumipamba, Quito

CLQCA-10-166 R. slooffiae ó R. minuta Vasija de chicha Restos arqueológicos La Florida, Quito

CLQCA-10-183 Rhodosporidium babjevae Metate Yacimiento arqueológico, Rumipamba, Quito

CLQCA-10-184 Rhodotorula slooffiae Metate Yacimiento arqueológico, Rumipamba, Quito

CLQCA-10-185 Rhodotorula glutinis Metate Yacimiento arqueológico, Rumipamba, Quito

CLQCA-10-186 Rhodotorula mucilaginosa Metate Yacimiento arqueológico, Rumipamba, Quito

CLQCA-10-188 Rhodosporidium babjevae Metate Yacimiento arqueológico, Rumipamba, Quito

CLQCA-10-191 Rhodosporidium babjevae Metate Yacimiento arqueológico, Rumipamba, Quito

CLQCA-10-192 Rhodotorula mucilaginosa Mano Yacimiento arqueológico, Rumipamba, Quito

CLQCA-10-195 Rhodotorula mucilaginosa Mortero Yacimiento arqueológico, Rumipamba, Quito

CLQCA-10-196 Rhodotorula mucilaginosa Mortero Yacimiento arqueológico, Rumipamba, Quito

CLQCA-10-208 Rhodotorula mucilaginosa Scarabidae Reserva Maquipucuna, Quito

CLQCA-10-213 Rhodotorula mucilaginosa Río Reserva Maquipucuna, Quito

CLQCA-10-224 Rhodosporidium babjevae Asteraceae Museo de Tulipe,  Quito

CLQCA-10-225 Rhodotorula mucilaginosa Asteraceae Reserva de Maquipucuna, Quito

CLQCA-12-008 Rhodotorula mucilaginosa Testudines Zoológico de Baños, Tungurahua

CLQCA-12-011 Rhodotorula mucilaginosa Jugo de caña Zoológico de Baños, Tungurahua

CLQCA-12-013 Rhodotorula mucilaginosa Jugo de caña Zoológico de Baños, Tungurahua

CLQCA-17-005 Rhodotorula mucilaginosa Musgo Parque Nacional Podocarpus, Loja

CLQCA-17-046 Sporidiobolus ruineniae Riachuelo Parque Nacional Podocarpus, Loja

CLQCA-17-057 Sporidiobolus ruineniae Hemiptera Parque Nacional Podocarpus, Loja

CLQCA-17-058 Rhodotorula mucilaginosa Hemiptera Parque Nacional Podocarpus, Loja

CLQCA-20-015 Sporidiobolus ruineniae Hojarasca Dayuma, Orellana

Tabla 1. Especies y sustratos de levaduras pigmentadas estudiadas
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Se realizaron diluciones seriadas de cada aislado (102, 103,
104, 105 y 106) a partir de cultivos líquidos previamente
obtenidos con 24 horas de crecimiento. Las diluciones
fueron sembradas por duplicado con esferas de vidrio en
placas con medio CPM agar (Carotenoid Production
Medium) (g L-1): glucosa, 20; fosfato de potasio, 8; sulfato
de magnesio, 0,5; extracto de levadura, 4,7; agar, 20 a un
pH 5,8 (16). Se monitoreó el crecimiento de los cultivos
hasta las 72 horas (11) y se evaluó visualmente el número
de colonias conseguidas en placa, lo que permitió conocer
el número de células viables por volumen de solución,
expresando en  UFC mL-1. Todas las placas  fueron incuba-
das a 20, 30 y 37°C con lo que se determinó cuál de estas
temperaturas ofrece mejores condiciones para el crecimien-
to de cada aislado.

La caracterización morfológica de los 26 aislados se hizo
tomando en cuenta: forma, brillo, tamaño, elevación, bor-
des, superficie, consistencia y color de las colonias que
van de tonalidades salmón claro a rosa oscuro. A partir de
esta caracterización se agruparon los aislados para poste-
riores análisis moleculares.

Evaluación de respuestas de crecimiento en
compuestos carbonados

Para determinar la asimilación de azúcares se empleó me-
dio YNB líquido (Yeast Nitrogen Base) al que se le aña-
dió: glucosa, fructosa, xilosa, galactosa, sacarosa, lactosa,
maltosa y rafinosa, de manera independiente, a una con-
centración final del 2% (p/v). Para determinar la actividad
se evaluó la turbidez del medio; además, se utilizó el indi-
cador rojo fenol para indicar cambio de pH. Los resultados
fueron codificados mediante signos: (+), asimilación posi-
tiva; L, asimilación lenta; D, asimilación débil;   (-), asimi-
lación negativa (12). Y, se utilizó un control negativo para
evaluar la asimilación de cada azúcar.

Identificación molecular

Extracción de ADN

La extracción de ADN se realizó mediante los protocolos
descritos por Libkind et al. (2003); Hartung et al, (2005)
para la amplificación de Micro/Minisatellite Primed PCR
(MSP-PCR); y el protocolo descrito por Guthrie y Fink
(2002) para la amplificación de  la región ITS y 26S del
ADNr con algunas modificaciones.

Amplificación de la región ITS mediante PCR

Para la amplificación de la región ITS se utilizaron los
oligonucleótidos sintéticos ITS1 (5’ –TCC GTA GGT GAA

CCT GCG G- 3’) e ITS4 (5’ –TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC- 3’). La reacción de PCR tuvo lugar añadiendo en
un microtubo de 200 ul: 10 µl de buffer GoTaq® 5 X; 3 µL
de MgCl

2 
25 mM; 4 µL mix dNTPs 10mM; 21,6 µL de

agua libre de nucleasas; 0,4 µL de GoTaq® polimerasa (5
u µL-1); 3 µL de oligonucleótido ITS1 5 µM; 3 µL
oligonucleótido ITS4 5 µM; y, 5 µL de ADN total previa-
mente diluido 2:1000. El ADN fue amplificado en un
termociclador TC-412 (Techne) mediante un paso inicial
de desnaturalización de 5 min a 94°C seguido por 40 ci-
clos de 60 s a 93°C; 2 min de anillamiento a 55°C; 2 min
de extensión a 72°C y, una extensión final de 10 min a
72°C. El producto de PCR se evidenció mediante electro-
foresis en geles de agarosa al 0,8% corridos a 100 V duran-
te 30 min en buffer TBE 0,5 X (Tris 50 mM, ácido bórico,
EDTA 50 mM, pH 8). Los geles fueron teñidos con bromuro
de etidio. Se corrieron los amplicones obtenidos con un
marcador de peso molecular con intervalos de 100 pb
TrackltTM DNA Ladder (Invitrogen, 0,1 µg µL-1). Las ban-
das fueron evidenciadas mediante un transluminador
Spectroline Ultraviolet Translluminator y las imágenes se
registraron por un sistema de documentación digital (Fisher
Bioblock Scientific).

Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de
Restricción (RFLP-ITS)

Para el análisis de los polimorfismos de longitud de frag-
mentos de restricción (RFLP-ITS) se emplearon tres enzimas
de restricción: HhaI, HaeIII y HinfI. La reacción de diges-
tión fue realizada en un volumen final de 15 µL contenien-
do 5 µL del mix para RFLP-PCR y 10 µl del producto de
amplificación de ITS. El mix RFLP-PCR para cada enzima
fue preparado con 2 µL de buffer de reacción REact® 2
10x; 2,2 µL de H

2
O libre de nucleasas y 0,8 µL de enzima

de restricción 10 u µL-1; según el protocolo descrito por
Guillamón et al. (1998) (13). El patrón de bandas fue com-
parado con la base de datos de la Universidad de Valencia
que incluye los tamaños de los fragmentos de restricción
para diferentes especies de levaduras.

El producto de digestión se evidenció mediante electrofo-
resis en geles de agarosa al 1% corridos a 100 V durante 90
minutos en buffer TBE 0,5 X, teñidos con bromuro de etidio.
Los patrones de bandas fueron analizados mediante el pro-
grama PhotoCaptMw versión 10,0.

A partir de esta técnica se agruparon los 26 aislados de
acuerdo con su patrón de digestión. Todos los aislados
fueron analizados mediante MSP-PCR y amplificados en
su región 26S ADNr para su secuenciamiento, mismo que
fue efectuado únicamente en uno o dos aislados represen-
tantes de cada grupo.
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MSP-PCR (Micro/Minisatellite-Primed PCR)

En el análisis de MSP-PCR, se emplearon los primers sin-
téticos (GTG)

5
 en experimentos de micro-satélites y la se-

cuencia central del fago M13 (5´-GAG GGT GGC GGT
TCT- 3´) en experimentos de mini-satélites (3). Las reac-
ciones de PCR fueron realizadas en un volumen final de
25 µL, conteniendo 5 µL de buffer GoTaq®   5X; 1,5 µL de
MgCl

2 
50 mM; 2,5 µL mix dNTPs 10 mM; 4 µL de primer

M13 5 µM ó 4 µL de primer (GTG)
5
, 5µM; 0,4 µL de

GoTaq® polimerasa, 5 u µL-1; 6,6 µL de agua libre de
nucleasas y 5 µL de dilución de ADN 3:1000 (µL) previa-
mente obtenido en la extracción de ADN. Los primers se
utilizaron de manera independiente para cada reacción. El
programa de amplificación constó de una desnaturalización
inicial de 5 min a 95°C; seguido por 40 ciclos de 45s a
93°C; 60 s a 55°C; 60 s a 72°C; y, una extensión final de 6
min a 72°C.

El producto de PCR se evidenció mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1%, corridos a 100 V durante 90
minutos en buffer TBE 0,5 X. Los geles fueron teñidos con
bromuro de etidio. El producto fue evidenciado mediante
transluminador (Spectroline Ultraviolet Translluminator)
y las imágenes se registraron por un sistema de documen-
tación digital (Fisher Bioblock Scientific).

Amplificación del dominio D1/D2 del
segmento 26S ADNr mediante PCR

Para el secuenciamiento que llevó a la identificación de
especies, se amplificó el dominio D1/D2 del segmento 26S
del ADNr mediante los primers NL1 (5’ –GCATATCA
ATAAGCGGAGGAAAAC - 3’) y NL4 (5’ –GGTCCGT
GTTTCAAGACGG - 3’) (14). La reacción de PCR se reali-
zó en un volumen final de 50 µL conteniendo 10 µL de
buffer 5 X GoTaq®; 1 µL mix dNTPs 10 mM; 1,5 µL de
MgCl

2, 
25 mM; 1 µL de primer NL1 0.1 µM; 1 µL de primer

NL4 0.1 µM; 30,1 µL de agua libre de nucleasas; 0,4 µL de
GoTaq® polimerasa, 5µL-1; y, 5 µL de ADN templado. Las
condiciones utilizadas en el termociclador consistieron en
una desnaturalización inicial de 17 min a 94°C; 40 ciclos
de 30 s a 95°C; 45 s a 60°C y, extensión final de 45 s a
72°C.

Los amplicones fueron enviados a secuenciar a la National
Collection of Yeast Cultures (NCYC) en Norwich (Reino
Unido) y en el Instituto de Ciencias Biológicas de la Uni-
versidad Federal de Minas Gerais (Brasil). La secuencia-
ción en ambos casos se realizó usando un kit de ciclo
terminador ABI BigDye versión 3,1 (Applied Biosystems)
con los primers NL1 y NL4.

Curvas de crecimiento

Se inoculó 0,05 g de levadura liofilizada en 150 mL en
YPD caldo (Yeast Peptone Dextrose) (g L-1): glucosa, 20;
extracto de levadura, 10; peptona, 20 y agar, 20 (16); y se
incubó durante 24 horas a la temperatura favorable previa-
mente determinada para cada aislado con agitación de 260
rpm, en un agitador rotatorio (Microprocessor Shaker Bath,
LAB-Line). Se midió la densidad óptica (DO

600
) de cada

cultivo cada hora hasta obtener la gráfica de la curva de
crecimiento, para lo que se empleó un espectrofotómetro
HEëIOS â (Thermo Spectronic) (11).

Resultados y discusión

De las diferentes especies de levaduras pigmentadas que
han sido identificadas en el presente estudio dentro de los
géneros Rhodotorula, Rhodosporidium y Sporobolomy-
ces, se evidencia variabilidad morfológica, bioquímica y
molecular dependiendo de cada especie.

Se evidencia en general que existe una correlación entre el
tipo de sustrato y la diversidad de especies que pueden
encontrarse en ambientes naturales. De esta manera, espe-
cies que difieren de Rhodotorula mucilaginosa, como son
Rhodosporidium babjevae, Rhodotorula glutinis, R.
slooffiae y Rhodotorula sp. provienen, en su mayoría, de
vasijas y metates de excavaciones arqueológicas realiza-
das en las localidades de La Florida y el yacimiento ar-
queológico de Rumipamba (Quito); mientras que,
Sporidiobolus ruineniae es una especie que fue hallada en
bosques de las provincias de Loja y Orellana..

Los aislados de Rhodotorula mucilaginosa se caracteri-
zan por presentar colonias mucoides en diferentes tonali-
dades salmón y rosa (Tabla 2, Figura 1). Asimilan de
manera positiva la sacarosa y fructosa en relación al resto
de azúcares utilizados donde se da una asimilación lenta o
débil (Tabla 3).

Las colonias que pertenecen a Rhodosporidium babjevae
se caracterizan por tener una consistencia butirosa o
cremosa, y una predominancia del color salmón. Asimilan
de manera positiva la fructosa (Tabla 3). La temperatura
que resultó más favorable para su crecimiento fue 20°C.

Sporidiobolus ruineniae presenta colonias cremosas co-
lor rosa claro y salmón. El azúcar que asimila de mejor
manera es la sacarosa, en comparación con el resto de azú-
cares que los asimila de manera lenta o débil.

Al comparar la base de datos de levaduras pigmentadas
actualmente identificadas de la CLQCA con la base de
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Figura 1. Evaluación del crecimiento del aislado CLQCA-10-024 (Rhodotorula mucilaginosa) cultivado a 20°C,
30°C y 37°C.

Tabla 2  Escala de colores para colonias

Rosa fuerte

Rosa medio

Rosa claro

Salmón oscuro

Salmón medio

Salmón claro

Cereza claro

Marrón rosáceo
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Tabla 3. Asimilación de azúcares

Especie Código Glucosa Fructosa Maltosa GalactosaLactosa Sacarosa RafinosaXilosa

Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-10-005 + L/D D L/D D L D D
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-10-009 + L L L L/D + D L/D
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-10-024 +/L L L/D +/L D + L L/D
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-10-033 + L D D L/D +/L L L/D
Rhodotorula sp. CLQCA-10-166 +/L + L L L L/D L L/D
Rhodosporidium babjevae CLQCA-10-183 +/L +/L L/D L D L D D/-
Rhodotorula slooffiae CLQCA-10-184 L/D +/L L/D L/D L/D L/D D D
Rhodotorula glutinis CLQCA-10-185 + L L/D L/D D L L/D D
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-10-186 +/L L L/D L L/D + D D/-
Rhodosporidium babjevae CLQCA-10-188 +/L +/L L L L + L/D L/D
Rhodosporidium babjevae CLQCA-10-191 + +/L L/D L L/D +/L D D/-
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-10-192 + L L/D L L/D +/L L/D L/D
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-10-195 +/L L L/D L/D D L D L /-
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-10-196 +/L +/L -/D L L/D + L L/D
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-10-208 + + D L/D D + L/D L/D
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-10-213 L L - L L/D +/L L L/D
Rhodosporidium babjevae CLQCA-10-224 + +/L L/D L/D D/- L D D
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-10-225 +/L L D L D +/L L L/D
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-12-008 +/L +/L D L/- D/- L D L/D
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-12-011 + L L/D L/D D + L L/D
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-12-013 + + L/D L D + L L
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-17-005 + L L/D L D + L L/D
Sporidiobolus ruineniae CLQCA-17-046 + L/D L L L + L L
Sporidiobolus ruineniae CLQCA-17-057 + +/L L/D L L + D/- L
Rhodotorula mucilaginosa CLQCA-17-058 L +/L D L L/D +/L L L/D
Sporidiobolus ruineniae CLQCA-20-015 + L/D L/D +/D D L D L/D

+, asimilación positiva; L, asimilación lenta; D, asimilación débil; - asimilación negativa

datos de levaduras NCYC “National Collection of Yeast
Cultures”; CBS “Centraalbureau voor Schimmelcultures”
Holanda y Barnett et al. (2007) “Yeasts: Characterization
and Identification” se puede evidenciar que la especie
Rhodotorula mucilaginosa es la más abundante en lo que
se refiere a levaduras pigmentadas en todas las coleccio-
nes, incluida la CLQCA, donde fue realizado este trabajo.

La segunda especie más representativa en la CLQCA fue
Rhodosporidium babjevae (4 aislados) con mayor número
de ejemplares que en las otras colecciones anteriormente
mencionadas. Sporidiobolus ruineniae está presente en la
CLQCA con 3 aislados; mientras que  Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula slooffiae y Rhodotorula sp. se encuentran
representadas por un solo aislado.

De los 26 aislados con los que se trabajó, se observó un
crecimiento conspicuo de 13 aislados a 30°C (50%); 9
aislados a 20°C (34,6%); y en los 4 aislados restantes se
observó un mejor crecimiento a 37°C (15,3%).

Evaluación de respuestas de crecimiento en
compuestos carbonados

Las levaduras pigmentadas en general asimilaron de mejor
manera los azúcares: glucosa, sacarosa y fructosa, en com-
paración con el resto de azúcares que fueron asimilados de
manera débil o lenta. Al comparar los resultados obtenidos
en asimilaciones negativas sobre  maltosa, galactosa y
lactosa; los datos coinciden con la bibliografía sobre la
ambigüedad que puede presentarse en distintos aislados
para asimilar estos azúcares (12).

Identificación molecular de los aislados
estudiados

Mediante RFLP-ITS, se evidenció un patrón de digestión
para cada especie debido a que los organismos difieren en
la distancia de los sitios de clivaje para cada enzima de
restricción en diferentes especies. Por otro lado, la simili-
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tud de los patrones generados permitió establecer diferen-
cias dentro de las seis especies y entre ellas (2). Los patro-
nes de digestión que coincidieron con las especies se
muestran en la tabla 4.

Según la técnica de RFLP, para los aislados de R.
mucilaginosa el patrón de digestión fue similar dentro de
la especie. Esta identificación preliminar fue confirmada
por medio de la secuenciación obtenida del fragmento 26S
ADNr. Por la técnica de MSP-PCR se agruparon los aisla-
dos evidenciando que existe un perfil homogéneo en la
mayoría de aislados de los mismos sustratos o localidades.
Por ejemplo, aislados extraídos de vasijas y metates tienen
un perfil de ADN similar entre ellos, sugiriendo que se
trata de aislados que corresponden a la misma cepa
(CLQCA-10-186, CLQCA-10-192, CLQCA-10-195,
CLQCA-10-196), así como aislados de la provincia de Loja
(CLQCA-17-005, CLQCA-17-058) (Figura 2).

Para los aislados pertenecientes a Rhodosporidium
babjevae y Sporidiobolus ruineniae analizados mediante
las técnicas de RFLP y MSP-PCR, el perfil de ADN fue
similar a nivel intraespecífico para cada una de estas espe-
cies. Mientras que, el resto de especies no pudo ser evalua-
do mediante estas técnicas debido a que se encontró solo
un aislado, por lo que los resultados de secuenciación de
su región 26S ADNr fueron determinantes para su identifi-
cación.

MSP-PCR (Micro/Minisatellite-Primed PCR)

A través de la técnica de MSP-PCR y empleando indivi-
dualmente los primers (GTG)

5
 y M13, se obtuvo los perfi-

les de ADN para los 26 aislados. Se evidenció polimorfismo
para la especie  R. mucilaginosa con el primer (GTG)

5
.

Estos datos contrastan con estudios realizados por Libkind
(2007) donde el primer (GTG)

5
 permitió diferenciar a la

especie R. mucilaginosa de otras, mientras que los resulta-
dos obtenidos con el primer M13 dieron perfiles homogé-
neos. Esto sugiere que el primer M13 puede amplificar
regiones más conservadas y, por lo tanto, tendría menor
grado de resolución para diferenciar especies emparentadas
con R. mucilaginosa (10).  Como se puede ver en las figu-
ras 2A y 2B, en el caso de la amplificación con el primer
(GTG)

5
 existen patrones muy similares, mientras que en el

caso de la amplificación con el primer M13, los patrones
evidencian diferencias importantes que entre los diferen-
tes aislados.

Amplificación del dominio D1/D2 del
segmento 26S ADNr mediante PCR

A partir de la amplificación de la región 26S rADN se rea-
lizó el secuenciamiento de los aislados en dos grupos. El
primer grupo fue secuenciado en la NCYC en Norwich-
Inglaterra (julio de 2007), donde los aislados CLQCA-10-
005, CLQCA-10-009, CLQCA-10-024, CLQCA-10-033,

Figura 2. Geles de MSP-PCR. A. M, marcador de tallas moleculares de 100 bp Ladder DNA Marker; columnas 1-12 amplificación
de aislados de Rhodotorula mucilaginosa con el primer (GTG)

5
 B. M, marcador de  moleculares de 100 bp Ladder; columnas

1-11 aislados de Rhodotorula mucilaginosa con el primer M13.
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Tabla 4.  Tallas moleculares (pb: pares de bases) de bandas de digestión por Polimorfismos de Longitud de
Fragmentos de Restricción (RFLP-ITS)

 ENDONUCLEASAS DE RESTRICCIÓN

Código Género y especie ITS Hha Hae Hinf

CLQCA-12-013 Rhodotorula mucilaginosa 635 327+253+12+9  425+244 369+246+95

CLQCA-10-183 Rhodosporidium babjevae 646  324+251+130 641  253+147+115

CLQCA-10-188 Rhodosporidium babjevae 667  337+255+134  667 277+161+132

CLQCA-10-225 Rhodotorula mucilaginosa 667  337+257+131 450+251 378+240+78

CLQCA-10-186 Rhodotorula mucilaginosa 631  327+254+131 436+252 381+258+100

CLQCA-10-196 Rhodotorula mucilaginosa 682  350+275+150 457+267 392+262+113

CLQCA-10-192 Rhodotorula mucilaginosa 668  352+277+151 464+271 387+260+98

CLQCA-12-008 Rhodotorula mucilaginosa 637  330+254+127 436+251 379+257+109

CLQCA-12-011 Rhodotorula mucilaginosa 675  351+275+147 455+266 389+263+117

CLQCA-10-195 Rhodotorula mucilaginosa 668  354+278+147 460+269 386+260+121

CLQCA-10-208 Rhodotorula mucilaginosa 656  318+242+115 420+234 358+232

CLQCA-10-213 Rhodotorula mucilaginosa 605  308+240+118 339+220 392+217

CLQCA-10-224 Rhodosporidium babjevae 660  340+250+130  662 270+160+132

CLQCA-17-005 Rhodotorula mucilaginosa 627  313+246+125 425+246 367+251

CLQCA-10-184 Rhodotorula slooffiae 615  615 615 353+292

CLQCA-10-185 Rhodotorula glutinis 630 300+220+120 420+200 160+150

CLQCA-10-191 Rhodosporidium babjevae 651  327+251+133  625 265+159+129

CLQCA-17-046 Sporidiobolus ruineniae 627  631 635 311+182+164

CLQCA-17-057 Sporidiobolus ruineniae 604 618 622 304+174

CLQCA-20-015 Sporidiobolus ruineniae 626  633 630  302+171

CLQCA-12-013 y CLQCA-17-058 fueron identificados
como Rhodotorula mucilaginosa (99-100%), mientras que
el aislado CLQCA-10-166 fue identificado como
Rhodotorula slooffiae ó Rhodotorula minuta con una si-
militud del 97,7%-97,6% respectivamente.

El segundo grupo de amplicones a secuenciar correspon-
dió a los aislados seleccionados de acuerdo a los grupos
formados según el patrón de bandas de las técnicas mole-
culares previamente empleadas.

Curvas de crecimiento

El tiempo en que se dan las diferentes fases de crecimiento
varía entre cada aislado y entre especies. Los aislados de
R. mucilaginosa—especie altamente representada en la
colección—presentaron una fase de latencia corta de 8
horas, con una duración de 7 horas para llegar a su fase
estacionaria. Los siguientes aislados que muestran una

potencial habilidad de crecer en este medio es la pertene-
ciente a la especie Rhodotorula sp., así como también
Rhodotorula glutinis y Rhodosporidium babjevae, segui-
dos por Sporidiobolus ruineniae  al presentar una fase de
latencia más larga. Esta fase tiene gran importancia en la
microbiología industrial porque se puede predecir la evo-
lución de un cultivo microbiano bajo factores que influ-
yen en esta etapa de crecimiento, tales como medio y
condiciones iniciales del inóculo (15), (Figura 3).

Conclusiones

La predominancia de levaduras pigmentadas en la CLQCA
está determinada por R. mucilaginosa, como también en
otras colecciones como NCYC y CBS.

Los aislados de R. mucilaginosa con los códigos: (CLQCA-
12-013 y CLQCA-12-008) y el aislado de Rhodosporidium
babjevae con el código (CLQCA-10-188), fueron encon-
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trados como los aislados con mejores características de
crecimiento y producción de intensidad de color; por lo
que se sugiere, podrían ser escogidos para futuros estudios
que lleven a la producción industrial de pigmentos. El
aislado CLQCA-12-013 al presentar características de cre-
cimiento rápido, asimilación de azúcares y mayor intensi-
dad de su coloración, es considerado como un aislado
promisorio para futuras aplicaciones industriales.
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