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Introduccién. La obtencion de fructosa a partir de
polifructanas por via enzimatica con B-fructosidasas se
lleva a cabo por una reaccién simple produciendo hasta
un 95% de fructosa (1). Las B-fructosidasas (invertasas e
inulinasas) son producidas por bacterias, levaduras y
hongos filamentosos. Los microorganismos mas
empleados son hongos del género Aspergillus sp. y
levaduras del género Kluyveromyces (2). México ha sido
considerado el centro de origen y biodiversidad del
género Agave, en estas especies se ha encontrado mas
de un tipo de estructuras de fructanas (3). Las levaduras
poseen numerosas aplicaciones en la biotecnologia
tradicional y moderna, participan en la produccion de
alimentos, bebidas, entre otros productos de valor
afadido, sin embargo algunos géneros son causantes de
micosis en el hombre y, en algunos casos, son
patégenos oportunistas asociados a enfermedades como
el VIH. También son causantes del deterioro de
alimentos frescos y elaborados para el consumo humano.
Por estas razones se hace imprescindible la identificacion
exacta y rapida de las levaduras de interés industrial,
clinico y ambiental. Estas dificultades se han solucionado
con la aplicacién de las técnicas moleculares, basadas
en el andlisis de fragmentos de las moléculas de &cidos
nucleicos.

En el presente trabajo se identific6 una cepa de levadura
productora R-fructosidasas aislada de jugo de Agave
tequilana WEBER mediante técnicas moleculares.

Metodologia. La identificacion molecular se realiz6 una
extraccion de DNA y mediante PCR se amplificé la region
5.8S-ITS. Con el producto de PCR se realizé una
digestion utilizando las enzimas Hha I, Hae Ill y Hinf | y
mediante un gel de agarosa al 3% se separaron los
fragmentos de restriccion (4). Con esto se obtuvieron los
patrones de restriccion y posteriormente se compararon
con los de la base de datos (http://www.yeast-id.com/).
Para confirmar la correcta identificacion de la especie se
secuencid la region 5.8S-ITS y posteriormente se
compard la secuencia nucleotidica obtenida con las
depositadas en la base de datos
(http://www.ebi.ac.uk/Blas2/index.html ).

Resultados . El producto de PCR de la region 5.8S-ITS
de la cepa aislada de jugo de agave fue de 740 pb. El
patron de restriccion se muestra en la Figura 1 y se

determino que con la enzima Hha | se obtienen bandas
de 285+190+165+90 pb, con Hae Il el tamafio de las
bandas fue de 655+80 y con Hinf | fueron de
240+185+120+80+65+50. Al comparar este perfil de
restriccion con los depositados en la base de datos se
logré identificarla como Kluyveromyces marxianus var.
drosophilarum lo que se confirm6 al hacer un blast con la
secuencia.

Fig. 1. Perfil de restriccion del producto de PCR de la regién 5.8S-ITS
de la cepa aislada de jugo de agave.

Conclusiones . Se determin6 que Kluyveromyces
marxianus var. drosophilarum es la especie de la cepa de
levadura productora de R-fructosidasa aislada de jugo de
agave.
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