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RESUMEN

Los microorganismos antarticos han desarrollado diferentes mecanismos de
adaptacion para vivir en esta exirema regién, tales como modificaciones en los
componentes de la membrana como los 4cidos grasos y esteroles que regulan su fluidez.

Por ofra parte, algunos microorganismos sintetizan metabolitos que confieren

fotoproteccion como los carotenoides y micosporinas. En la XL.VI Expedicién Cientifica
Antértica, afio 2010, se recolectaron muestras de suelo en la Isla Rey Jorge de la
Peninsula Antértica y a partir de ellas, se aislaron trece levaduras con fenotipo
macromorfolégico similar a la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous. Esta levadura
es de gran relevancia en biotecnologia ya que puede sintetizar el carotenoide astaxantina,
un poderoso antioxidante que es utilizado en la acuicultura para la pigmentacién de
salmones. Los aislados antérticos fueron llamados ANCHOI a 13, y ¢l objetivo de este
trabajo fue su caracterizacion molecular y la evaluacién de la produccién de
carotenoides, micosporinas, ergosterol y d&cidos grasos. Estos aislados fueron
identificados como X. dendrorhous segin analisis de su secuencia de rDNA. Los trece
aislados no mostraron diferencias en las secuencias nucleotidicas de rDNA y del gen
COX1, ni en los andlisis de la presencia de elementos genéticos extra-cromosomicos o
ensayos de mini/micro satélites primed PCR. Para la evaluacion de produccién de
metabolitos, los aislados ant4rticos fueron agrupados de acuerdo a su pigmentacién y se

escogid ANCHOl, ANCH06 y ANCHO8 de color rojo, amarillo palido y amarillo,




respectivamente, para los andlisis posteriores. ANCHO1 produce aproximadamente hasta
ocho veces mds astaxantina en comparacién con la cepa silvestre de X, dendrorhous
aislada de Japén. Por ofra parte, el principal carotenoide producido por ANCH06 y
ANCHGO8 fue el B-caroteno, en vez de astaxantina. A diferencia de otras cepas silvestres
de X. dendrorhous, los aislados ANCHs no producen micosporinas. Ademds, ANCHO06
fue mas tolerante a la radiacién UV-B lucgo de tres horas de exposici6n, en comparacién
a las otras cepas estudiadas. Por tiltimo, los tres aislados antdrticos mostraron una mayor
proporcién de dcidos grasos poliinsaturados en comparacién con las cepas silvestres
analizadas. En conclusicn, los aislados antérticos de X. dendrorhous son fenotipicamente
diferentes a otras cepas silvestres, incluyendo las caracteristicas que los hacen mds

resistente en su hébitat original, que a su vez tienen potencial biotecnolégico.




ABSTRACT

Antarctic microorganisms have developed different strategies to live in their
environments, such as modifications in their membrane components including fatty
acids and sterols that regulate their fluidity. Furthermore, some microorganisms
synthesize photoprotective metabolites, such as carotenoids and mycosporines. In the
XLVI Antarctic Scientific Expedition, in the year 2010, soil samples were collected at
)
King George Island in the Antarctic Peninsula, From these samples, thirteen yeasts
colonies were isolated that shared a similar phenotype to Xanthophyllomyces
dendrorhous. X. dendrorhous is a relevant yeast in biotechnology because it can
synthesize the carotenoid astaxanthin, which is a powerful antioxidant used in
aquaculture for salmonid fish pigmentation. The Antarctic isolates were named
ANCHO1 to 13 and the aim of this work was to characterize them molecularly and to
evaluate the production of carotenoids, mycoporines, ergosterol and fatty acids. These
isolates were identified as X. dendrorhous according to their rDNA sequence analysis.
These isolates did not display any ditferences at their rDNA and COX! gene nucleotide
sequences, neither by micro/mini satellite primed PCR nor by extra-chromosomal
genetic elements analyses. For the metabolite production analyses, the Antarctic isolates
were clustered according to their red, pale yellow and yellow pigmentation, choosing as

representatives ANCHOI, ANCHO06 and ANCIO08, respectively. ANCHOI produces

approximately eight-fold more astaxanthin than the X. dendrorhous wild-type strain




isolated from Japan. Moreover, the main carotenoid produced by ANCHO06 and
ANCHO08 was B-carotene instead of astaxanthin. In contrast to other X. dendrorhous
wild-type strains, the ANCH isolates do not produce mycosporines, ANCHO06 was more
tolerant to UV-B radiation after three hours of exposure, compared to the other wild-
type strains. Finally, the Antarctic isolates had a higher proportion of polyunsaturated
fatty acids than the other analyzed strains. In conclusion, the Antarctic X, dendrorhous
isolates are phenotypically different from other wild-type strains, including
characteristics that make them more resistant to inhabit their original habitat, which also

have biotechnological potential.




1. INTRODUCCION

La peninsula Antértica es considerada como un ambiente hostil para el desarrollo
de seres vivos, pero esta region alberga a una gran diversidad de microorganismos y
entre ellos, levaduras (Vishniac 2006). Esta region es uno de los habitats mds secos y
frios del planeta, estd cubierta casi en su totalidad por hielo y nieve, y recibe una alta
radiacion solar (Robinson 2001). Por ello, los microorganismos gue en ella habitan han
desarrollado adaptaciones que les permiten sobrevivir en este ambiente,

Entre las adaptaciones fisiologicas a las bajas temperaturas se encuentran: el
incremento intracelular de azlicares como la trehalosa que estabiliza las membranas
durante la deshidratacion (Goodrich y col. 1988) y de polioles, entre ellos el manitol y
glicerol que participan en la osmoregulacién celular (Goodrich y col. 1988); la presencia
de proteinas anticongelantes; produccién de enzimas activas a bajas temperaturas y
adaptaciones en su membranas como un alto contenido de acidos grasos (FA, fatty
acids), entre otras (Robinson 2001).

La composicién lipidica de la membrana determina en parte la habilidad de
algunos microorganismos de crecer a diferentes temperaturas (Cooke y Whipps 1993).
Se ha observado que a medida que la temperatura disminuye, el grado de instauracion de
los FAs aumenta (D'Amico y col. 2006), lo que serfa un factor importante para regular la
fluidez de la membrana y mantener la integridad celular. De acuerdo a lo anterior, se ha

encontrado en levaduras psicréfilas un mayor porcentaje de FAs insaturados en



comparacién con levaduras mesofilas (Vishniac y Kurtzman 1992; Perrier y col. 1995;
Robinson 2001; Zlatanov y col. 2001). Por otra parte, dentro de los FAs insaturados, se
encuentran los dcidos grasos monoinsaturados (MUFA, monounsaturated fatty acid) y
los poliinsaturados (PUFAs, polyunsaturated fatty acids). En relacién a estos Gltimos,
los mamiferos son incapaces de sintetizar PUFAs del tipo ©-3 y ©-6, como el cido
oleico (18:02, 18 dtomos de carbono y dos insaturaciones a partir del carbono niimero 3)
y dcido linolénico (18:03), respectivamente (De Caterina 2011). Estos FAs son
necesarios por los mamiferos y deben ser suministrados en la dieta, por lo tanto son
esenciales (De Caterina 2011). Los FAs mencionados son precursores de la sintesis de
PUFAs de 20 dtomos de carbono (Cy), como 4cido araquidénico (20:04) y el acido
eicosapentanoico (20:05). Estos ultimos PUFAs son los precursores de las hormonas
eicosanoides, como la prostaglandina. El 4cido linoleico y linolénico se encuentran
comunmente en semillas de plantas, mientras que los PUFAs de Cy son
extremadamente raros en semillas, pero comunes en ciertos microorganismos y el aceite
de pescado (Radwan 1991).

En relacion a lo anterior, se ha reportado que un mayor consumo de la relacion de
PUFAs ®-3/w-6 favorece la prevencion de enfermedades inflamatorias, autoinmunes,
cardiovasculares y mentales, entre muchas otras (Simopoulos 2002). Por estos motivos,
los PUFAs son utilizados como aditivos en la industria de alimentos, cosmética y
farmacologica. Actualmente, estos FAs son usnalmente extraidos desde aceite de
pescado porque su produccién es més econdmica. Sin embargo, el indeseable olor a

pescado permanece luego de la extraccion, lo que es un gran problema para su uso como



aditivo alimenticio (Okuyama y col. 1998). Debido a esto, hay mucho interés en la
bisqueda de fuentes naturales de PUFAs de Ca, siendo los microorganismos adaptados
al frio uno de los principales candidatos (Okuyama y col. 1998).

Los esteroles también son lipidos que influyen en la estabilidad de las membranas
celulares eucariontes que afectan su fluidez (Dexter y col. 1984). A bajas temperaturas,
los esteroles impiden la cristalizac‘ilén de las cadenas de FAs y cuando la temperatura se
eleva, reducen el movimiento de las cadenas, regulando asi la fluidez de las membranas
(Bloch 1983). El principal esterol en levaduras es el ergosterol (Nes y col, 1978). Se ha
sugerido que el ergosterol promueve la resistencia a la alta presion, baja temperatura
(Abe y Minegishi 2008) y al estrés por frio (Calcott y Rose 1982) en levaduras. El
ergosterol también es un metabolito con implicancias biotecnolégicas, puesto que es el
precursor de la vitamina D2 (ergocalciferol) que regula la absorcion y acumulacion del
calcio y el fosforo en los huesos (Wiseman 1993). Su insuficiencia en nifios causa
raquitismo, enfermedad que provoca retardo en el crecimiento y deformaciones dseas,
mientras que en adultos provoca osteoporosis (Holick 2007).

Por otra parte, la Antértica es uno de los lugares que recibe mayor radiacién solar
en nuestro planeta (Madronich y col. 1998) y debido a esto, los microorganismos que en
ella residen han desarrollado diferentes estrategias de fototoproteccién. Entre ellas se
destacan la i) reparacion de los dafios causados en el DNA mediante fotoreactivacion o
reparacion por escisién de nucleétidos (Prakash y Prakash 2000; Sancar 2003) y la ii)
produccion de moléculas fotoprotectoras que actiian como pantallas solares, tales como

las micosporinas (Roy 2000) y/o moléculas que presentan actividad antioxidante, como

pigmentos carotenoides.




Las micosporinas son moléculas de bajo peso molecular (<400 Da) que absorben
luz ultravioleta (UV) y originalmente fueron identificadas como metabolitos asociados a
la esporulacién inducida por luz en hongos (Leach 1965). Ademds, tienen propiedades
antioxidantes (De la Coba y col. 2009; Carreto y Carignan 2011). Las micosporinas son
hidrosolubles y estan compuestas por un anillo de ciclohexanona o ciclohexamina
conjugado con un sustituyente nitrogenado, amino4cido o imino alcohol (Sinha y col.
2007). Cuando el sustituyente de las micosporinas es un aminoacido, éstas se llaman
aminodcidos tipo micosporina (MAAs). Se han encontrado MAAs en cianobacterias y
algas, mientras que en hongos y levaduras se han hallado micosporinas (Garcia-Pichel y
Castenholz 1993; Oren y Gunde Cimerman 2007). En levaduras se han descrito dos tipos
de micosporinas: micosporina glutamicol glucésido y micosporina glutaminol glucésido,
moléculas con un méximo de absorcién a 310 nm (Volkmann y col. 2003; Libkind v col.
2004). Estos metabolitos han sido de gran interés de estudio (Carreto y Carignan 2011),
ya que podrian ser aplicados en la formulacion de bloqueadores solares para la
proteccion de la piel (Bandaranayake 1998).

Por ofra parte, otro grupo de compuestos que confieren fotoproteccién a los
microorganismos, son los carotenoides. Los carotenoides son un grupo diverso de
pigmentos ampliamente distribuidos en la naturaleza y son los responsables del color
amarillo, anaranjado o rojo de varios organismos. Comprenden una familia de mas de
700 compuestos que generalmente estdn formados por 40 4tomos de carbono y son
sintetizados a partir de 8 moléculas de isopreno (Cs) (Britton 1995). Estas moléculas

poseen un sistema polieno de dobles enlaces conjugados que les otorga sus propiedades
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cromoforas (Britton 1995). Los carotenoides se caracterizan por ser exiremadamente
hidrofébicos, con baja o nula solubilidad en agua. Por esta razén, cominmente se
encuentran en regiones hidrofébicas de las células como las membranas lipidicas
(Britton 1995). Los carotenoides son sintetizados por organismos fotosintéticos tales
como plantas, algas y cianobacterias; y por organismos no fotosintéticos como algunas
bacterias, hongos filamentosos y levaduras (Lu y Li 2008). En organismos
fotosintéticos, asisten en la fotosintesis, disipan el exceso de energia y otorgan
proteccin contra la foto-oxidacion (Lu y Li 2008). Por otra parte, en organismos no
fotosintéticos, éstos pueden secuestrar especies reactivas de oxigeno (ROS) y algunos de
ellos son precursores de la vitamina A. Los animales no son capaces de sintetizar
carotenoides de novo, por lo que los deben adquirir en su dieta (Maoka 201 1),

Uno de los carotenoides con mayor capacidad antioxidante es Ia astaxantina, que
se ha estimado que es de 10 veces mayor en relacién a otros carotenoides como el B-
caroteno y 100 veces mayor que el u-tocopherol (Miki 1991). En relacion a lo anterior,
se ha observado que la suplementacion de astaxantina contribuye a la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, cataratas (Iwamoto y col. 2000), estimula al sistema
inmune (Lignell y Bottiger 2001), reduce la inflamacitn gastrica y la carga bacteriana de
Helicobacter pylori (Bennedsen y col. 2000), ademds de tener propiedades
anticancerigenas (Nishino y col. 2002; Song y col. 2011). Este carotenoide es el
responsable del color rojo-anaranjado de la carne de los salmones, del caparazén de
camarones y langostas, y del plumaje de aves como el flamenco, entre otros (Britton
2008). La astaxantina es sintetizada por algunas bacterias, microalgas, levaduras y

plantas, y es adquirida por animales marinos a través de la cadena tréfica o también por
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la conversién metabélica de otros carotenoides absorbidos (Maoka 2011). Debido a sus
caracteristicas de colorante y antioxidante, la astaxantina es de gran importancia
comercial. Una de sus aplicaciones mas importantes es en la salmonicultura, donde se
utiliza como aditivo alimenticio necesario para la pigmentacién, crecimiento y
reproduccién de salmones (Higuera-Ciapara y col. 2006). Ello se debe a que en
cautiverio estos animales no tienen acceso a fuentes naturales de astaxantina, lo que
resulta en que su carne no adquiera la coloracion rojo-anaranjada caracteristica y en
consecuencia, no satisfacen los requerimientos de pigmentacién necesarios para su
comercializacién (Schmidt y col. 2010). En relacién a lo anterior, el grado de
pigmentacion de la came es un factor preponderante en la determinacién del precio final
del producto, por io que los productores de salmones invierten sobre el 15 % del costo
total de produccién en este pigmento (Mann y col. 2000). El mercado global de la
astaxantina ha estado en constante crecimiento, alcanzando los US$ 219 millones en el
afio 2007 y se estima que en el afio 2015 alcance los US$ 253 millones (Schmidt y col.
2010). Aproximadamente el 95 % de este mercado cotresponde a astaxantina producida
por sintesis quimica (Lorenz y Cysewski 2000). Sin embargo, cada dia hay una mayor
demanda por productos de origen natural, lo que ha motivado la bisqueda de fuentes
naturales de astaxantina. Entre los sistemas bioldgicos mds promisorios para una
produccién comercial de este pigmento se encuentran el microalga Haematococcus
pluvialis (Lorenz y Cysewski 2000) y la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous
(Schmidt y col. 2010).

X, dendrorhous (estado asexual: Phaffia rhodozyma) es una levadura

basidiomicete del orden Cistofilobasidiales. X. dendrorhous es pigmentada roja-
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anaranjada (Golubev 1995) y el principal carotenoide producido por esta levadura es la
astaxantina, representado entre el 83-87 % del total de carotenoides (Andrewes y col.
1976). Por otra parte, X. dendrorhous fue aislada originalmente desde exudados de
drboles de zonas frias de Japén, Alaska, Finlandia y Rusia (Phaff y col. 1972; Golubey
1995). Recientemente se han aislado cepas d.esde Italia, Alemania, Estados Unidos
(Weber y Davoli 2005; Weber y col. 2006; Fell y col. 2007), y en la Patagonia Argentina
(Libkind y col. 2007 a). En Chile, se han aislado cepas desde hojas de eucalipto en
Concepcion (Weber y col. 2008), corteza y hojas de diferentes drboles en la VIII, TX y X
regién (datos no publicados). Hasta la fecha, todos los hébitats reportados de esta
levadura se localizan en regiones de altas latitudes y/o altitudes, con una alta incidencia
de radiacién UV y/o presencia de ROS. Por este motivo, se ha sugerido que en X,
dendrorhous, la astaxantina actuaria como un antioxidante inactivando las ROS
generadas en su héabitat natural o producidas por el propio metabolismo oxidativo
intracelular (Schroeder y Johnson 1995). Ademds, se ha planteado que la sintesis de
astaxantina compensa la falta o la muy disminuida actividad de enzimas antioxidantes,
como la superdxido dismutasa y la catalasa (Schroeder y Johnson 1993). Por otra parte,
recientemente se ha descrito que X. dendrorhous también produce micosporinas,
encontrandose micosporina glutaminol glucésido en cepas aisladas en la Patagonia

Argentina (Libkind y col. 2010).

1.1. Expedicién Antartica Chilena
Como se mencioné anteriormente, la Antértica alberga una gran diversidad de

microorganismos que presentan diferentes adaptaciones, y muchas de éstas tienen
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potenciales aplicaciones biotecnologicas. Con el propésito de construir un catastro de la
diversidad de levaduras de la Antértica Chilena y evaluar su potencial aplicacion en la
industria, en la XLVI Expedicion Cientifica Antartica (Enero de 2010), se recolectd 34
muestras de suelo de la Isla Rey Jorge de la Peninsula Antértica desde las cuales se
aislaron levaduras (Proyecto INACH: T_23-09, Investigador Responsable: Dr. Marcelo
Baeza). Desde una de estas muestras, proveniente de la Peninsula Barton (62° 14.074°
WO 587 46.567"), se encontraron trece aislados cuyas colonias compartian un fenotipo
macromofoldgico similar a X. dendrorhous en cuanto a su forma, color y textura (Figura

1). Estos aislados de levadura se llamaron ANCHO1 a 13.

Figura 1. Potenciales aislados antarticos de X. dendrorhous.
Los aislados de levadura se obtuvieron desde muestras de suelo recolectadas en la Isla

Rey Jorge de la Peninsula Antértica. Los aislados se llamaron ANCHOI a ANCH13 (01-
13).




Para la identificacion de levaduras es frecuentemente utilizado el andlisis del DNA
ribosomal (tDNA) (Scorzetti y col. 2002). El rDNA esta compuesto por una unidad
repetida en tindem. Cada unidad est formada por el gen de la subunidad mayor (LSU,
large ribosomal subunit), 5S; 5,88 y18S. Franqueando el gen 5,85 (Seifert 2009) se
encuentra los espaciadores internos transcritos (ITS, Internal transcribed spacer), ITS1
e ITS2, los cuales estin localizados entre los genes 185 y LSU del rDNA,
respectivamente (Kurtzman y col. 2011). La unidad del rDNA se encuentra entre las
regiones ETS (external transcribed spacer) y 1GS (intergenic transcribed spacer). Los
analisis de la secuencia de los dominios variables de LSU, D1/D2, y los espaciadores
internos transcritos del rDNA, ITS1 e ITS2, han sido utilizados como marcadores para la
identificacién de levaduras (White y col. 1990; Kurtzman y Robnett 1998; Fell y col.
2000). Por otra parte, se ha descrito que dos cepas pertenecen a la misma especie si
difieren en menos de 6 pb (I %) en las secuencias de los dominios D1/D2 de tDNA,
mientras que las especies son diferentes si la diferencia es mayor (Kurtzman y Robnett
1998). Sin embargo, para la correcta identificacion de especies en hongos y levaduras, se
ha recomendado analizar la secuencia de D1/D2 y los ITS en conjunto (Scorzetti y col.

2002).

De acuerdo a los antecedentes expuestos y a las condiciones ambientales de la
Peninsula Antirtica, esperamos que en respuesta adaptativa las cepas de levaduras
aisladas desde esta zona tengan un alto contenido de lipidos que favorecen la fluidez y
estabilidad de las membranas, como los FAs insaturados y ergosterol. Ademés, debido a

la alta radiacién UV en la Antartica, estas levaduras probablemente producen moléculas
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fotoprotectoras como lo son los carotenoides y/o micosporinas. De esta manera, en esta
tesis se planted en primer lugar caracterizar molecularmente las posibles cepas de X
dendrorhous aisladas desde la Antértica Chilena para confirmar su identidad mediante
andlisis en el TDNA y analizar la produccion de moléculas fotoprotectoras y de lipidos

que favorezcan la fluidez de la membrana. Para ello, se planteé la siguiente hipétesis:

HIPOTESIS

Segin las caracteristicas macromorfoldgicas de Ias colonias, las levaduras aisladas
de la Peninsula Antértica corresponderfan a X. dendrorhous. Considerando las extremas
condiciones ambientales donde fueron aisladas, estas levaduras deberian poseer
adaptaciones tales como un aumento en la produccién de moléculas fotoprotectoras
(como carotenoides y/o micosporinas) y diferente produccién en los lipidos reguladores
de la fluidez de la membrana (como 4cidos grasos poliinsaturados y/o ergosterol), en

comparacion a levaduras aisladas de otras regiones
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar molecularmente las potenciales cepas de X, dendrorhous aisladas
desde muestras de suelo proveniente de la Peninsula Antértica y analizar la produccion

de carotenoides, micosporinas, dcidos grasos poliinsaturados y ergosterol.

Objetivos especificos

1. Caracterizar molecularmente las potenciales cepas de X. dendrorhous mediante

analisis del rDNA, MSP-PCR, polimorfismo de dsRNA y el gen COX].

2. Determinar parametros de crecimiento y tolerancia a la radiacién UV-B en los

aislados de X. dendrorhous seleccionados.

3. Evaluar la produccién de carotenoides y micosporinas en los aislados de X

dendrorhous seleccionados.

4. Analizar la produccion de ergosterol y é4cidos grasos en los aislados de X,

dendrorhous seleccionados.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas y condiciones de cultivo

Las cepas de X. dendrorhous utilizadas en este trabajo se encuentran detailadas en
la tabla 1. Estas se cultivaron a 22, 15 6 10 °C en medioc YM (3 g/l extracto de levadura,
3 g/l extracto de malta, 10 g/l glucosa y 5 g/l peptona). En el caso de cultivos en placas,
los medios se suplementaron con agar al 1,5 % (p/v). Para evaluar el desarrollo de
estructuras sexuales (holobasidios), las levaduras se cultivaron en placas durante 2 d a
22 °C en medio minimo (MM,) con glucosa al 2 % (p/v) (Retamales y col. 2002) o
medio DWR (0,5 % p/v ribitol) (Kucsera y col. 1998), Luego, las placas se incubaron a
10 °C hasta la aparicién de holobasidios.

Para evaluar el crecimiento a diferentes temperaturas, las cepas se incubaron a 10,
15y 22 °C en placas de medio YM. Se fotografio las colonias durante 8 d, por triplicade
y se determinG su drea expresado en pixeles® utilizando el programa IMAGEJ (Abramoff
y col. 2004). Los resultados se expresaron como el incremento del 4rea, que indica la

diferencia en el drea de la colonia entre los dias ocho y tres de incubacion.
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Tabla 1. Cepas y aislados utilizados en este trabajo.

Cepa Caracteristicas Coloracién  Fuente/referencia

UCD 67-385 Cepa de X dendrorhous aislada de Japén. Anaranjado  ATCC 24230

AVNH2 Cepa de X. dendrorhous aislada de hoja de Anaranjado  Laboratorio de
Gevuina avellana (avellano) de VIII Region de Genética
Chile,

ANCHO1a05y Aislados de X. dendrorhous desde muestras de  Rojo Laboratorio de

13. suelo de la Isla Rey Jorge de la Peninsula Genética
Antdrtica.

ANCHO06 Aislados de X. dendrorhous desde muestras de  Amarillo- Laboratorio de
suclo de la Isla Rey Jorge de la Peninsula palido Genética
Antértica.

ANCHO07 a 12. Aislados de X. dendrorhous desde muestras de  Amarillo Laboratorio de
suelo de Ia Isla Rey Jorge de la Peninsula Genética

Antartica.

ATCC: American Type Culture Collection, Estados Unidos.
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La cinética de crecimiento de las cepas de levadura se evalué a 22 °C en medio
YM. Para ello, a partir de un cultivo en etapa exponencial de crecimiento (DOgoo de 6-
7), se inoculd un matraz con 100 m! de medio YM, hasta alcanzar una DOQgg de 0,1. Los
cultivos se realizaron por triplicado y se incubaron a 22 °C con agitacién constante. Se
recogio alfcuotas de 1 ml cada 12 h aproximadamente, durante ios 3 prim;:ros dias y
luego cada 24 h hasta el quinto dia. El tiempo generacional (g) se calculé como el
promedio de tres cultivos independientes a partir de la pendiente en la fase exponencial
en curvas de crecimiento en una representacion semilogaritmica mediante la siguiente

ecuacion: g = 0.301/pendiente (Madigan et al, 1997.).
2.2 Acidos nucleicos

Como marcador de peso molecular se utilizé el DNA del bacteriéfago lambda
digerido con la enzima de restriccién HindlIl (Fermentas), 100 bp (Fermentas) y/o 1 kb
(New England Biolabs). Los oligonucleétidos utilizados en las reacciones de PCR y
secuenciacion se indican en la tabla 2, los que fueron sintetizados por Itegrated DNA

Technologies (Estados Unidos).
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Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados y generados en este trabajo.

Nombre Secuencia (de 5’ a 3%) Direccién
Amplificacién y secuenciacion rDNA:

LR12 GACTTAGAGGCGTTCAG D
SSRNA ATCAGACGGGATGCGGT R
1TSS GGAAGTAARAAGTCGTAACAAGG D
LRé6 CGCCAGTTCTGCTTACC R
Andlisis de micro y minisatélites:

(GTG)s GTGGTGGTGGTGGTS -
(GAC)s GACGACGACGACGAC -
M13 GAGGGTGGCGGTICT -
Amplificacibn y secuenciacién del gen COXT:

COX1.3.F CACCTGCTTCCTTTACTACAC D
COX1.3.R GCTGTACCAGCACCTTTTCTG R
COX1.5F CAGAAARGGTGCTGGTACAGC D
COXI1.7.R TACTGCCTTACGGCAATCTG R

D: Directo, R: Reverso.

l
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2.3 Purificacion de acidos nucleicos

2.3.1 Extraccién de DNA gendémico de X. dendrorhous

La extraccién de DNA genémico se realizé mediante ruptura con perlas de vidrio
(Sambrook y Russell 2001) o a partir de protoplastos (Hermosilla y col. 1995). Para la
extraccion mediante perlas de vidrio, se cosecharon las células cultivadas en una placa o
en medio liquido por centrifugacion a 4.000 g, Iuego se suspendieron en 400 pl de buffer
TE (Tris-EDTA 10:25; pH 8,0) y se mezclaron con 250 pl de perlas de vidrio de 0,5 mm
de didmetro. Posteriormente, se agit en un vértex a maxima velocidad durante 10 min.
Luego, se agregd 400 pnl fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1; pH 8,0), se llevé
1 min a vortex y se centrifugd a 10.000 g por 5 min. A Ja fase acuosa obtenida se le
realiz6 una segunda extraccion fenélica y para eliminar los restos de fenol, se lavé con
400 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). EI DNA se precipité con dos volimenes
de etanol absoluto y la mezcla se incubé a -20 °C por al menos 16 h. Finalmente, el
DNA se colecté por centrifugacion a 10.000 g por 10 min y se suspendié en buffer TE
(Tris-EDTA 10:1, pH 8,0) con 34 pg/ml de RNasa A. Luego, la mezcla se incubd
durante 30 min a 37 °C.

Para la extraccién de DNA desde protoplastos, las células provenientes de un
cultivo en fase exponencial (DOgo de 6-7) se cosecharon por 5 min de centrifugacién a
4.000 g. Luego, las células se lavaron 2 veces con 0,8 M KCl y se suspendieron con 16
ml de esta solucitn, Posteriormente, la suspensi6n celular se separ6 en 4 matraces de 50
ml y a cada uno se afiadi6 1 ml de 20 mg/ml Lysing Enzymes (Sigma-Aldrich). Se agité

suavemente durante 2,5 h a 37 °C y luego las células se lavaron con 0,8M KCIL. Para la
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lisis, las células se suspendieron en 5 ml de buffer TE (25:10), se afiadio 2 ml de 1 %
SDS y 50 pl de 20 mg/ml proteinasa K (United States Biological) y se incubé a 65 °C
durante 30 min. Posteriormente, se agregé 1,5 ml de 3 M acetato de potasio. El DNA se
precipité con 2 volimenes de etanol absoluto y la mezcla se incubé a -20 °C por al
menos 16 h. El DNA se colect6 por centrifugacién a 10.000 g por 10 min y se suspendi6
en buffer TE (Tris-EDTA 10:1; pH 8,0) con 34 pg/mi de RNasa A. Finalmente, la
mezcla se incubé durante 30 min a 37 °C. El DNA obtenido se evalué en un gel de

agarosa segiin el punto 2.4 y posteriormente se almacend a -20 °C hasta su utilizacién.

2.3.2 Extraccion de elementos extracromosémicos de dsRINA

Para la extraccién de elementos extracromosémicos de dsRNA se realizdé una
extraccion de RNA total mediante ruptura con perlas de vidrio (Baeza y col. 2009) ya
partir de protoplastos (Hermosilla y col. 1995). Para la extraccién mediante perlas de
vidrio, se cosecharon por centrifugacién a 4.000 g por 5 min las células provenientes de
un cultivo liquido de 3 d de X. dendrorhous. Luego, se agregd 1ml de buffer TE (Tris-
EDTA 1:25; pH 8,0), se llevé 1 min a vértex y se centrifugé a 10.000 g por 5 min. El
pellet resultante se suspendi6 en 400 pl de buffer TE, se afiadié 250 pl de perlas de
vidrio de 0,5 mm de didmetro y 400 pl de fenol a pH 4. Posteriormente se agité por 3
min en un moledor Mini-Breadbeater-16 (Biospec) y se centrifugé 10 min a 10.000 g. A
la fase acuosa se le realizdé una segunda extraccién con fenol y luego un lavado con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Después, a la fase acuosa recuperada se le agregd
800 pl de isopropanol y se incub6 a -20 °C durante 2 h, Finalmente, el RNA se recolects

por centrifugacion a 10.000 g por 10 min y se suspendi6 en agua libre de nucleasas.
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Para la extraccion de RNA desde protoplastos, se cosecharon las células
provenientes de un cultivo en fase exponencial (DOggy de 6-7) por 5 min a 4.000 g.
Luego, se lavaron 2 veces con 0,8 M KCl y se suspendieron con 20 ml de esta solucion.
Posteriormente, se afiadié 80 mg de Lysing Enzymes (Sigma-Aldrich) y se agité a 20
rpm durante 16 h a 22 °C. Luego, las células se lavaron con 0,8 M KCI. Para la lisis, las
células se suspendieron en 5 ml de buffer TE (25:10; pH 8,0), se afiadié 500 ul de 10 %
SDS y 25 pl de 20 mg/ml proteinasa K (United States Biological) y se incubé a 65 °C
durante 30 min. Posteriormente, se agregé 1,5 ml de 3 M acetato de potasio. Los dcidos
nucleicos se precipitaron con un volumen de isopropanol y la mezcla se incub6 a -20 °C
durante 2 h. Los 4cidos nucleicos se colectaron por centrifugacion a 10.000 g por 10 min
y se suspendi6 en 500 pl de buffer TE (Tris-EDTA 10:1; pH 8,0). Para eliminar los
restos de proteinas, se agregé 500 pl de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1;
pH 4,0), se llevé 1 min a vértex y se centrifugé a 10.000 g por 5 min. A la fase acuosa se
agregd 500 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y luego a la fase acuosa
recuperada, se le agregd un volumen de isopropanol y se incubé a -20 °C durante 2 h.
Finalmente, el RNA se recolecté por centrifugacién a 10.000 g por 10 min y se
suspendié en agua libre de nucleasas.

Las muestras se analizaron en un gel de agarosa segin el punto 2.4. Se identificé
los elementos de dsRNA por su resistencia a los tratamientos con DNasa I (New
England Biolabs) y nucleasa S1 (Fermentas), y por su sensibilidad al tratamiento con

RNasa A (New England Biolabs).
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2.4 Electroforesis de icidos nucleicos en geles de agarosa

Loa dcidos nucleicos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa en buffer
TAE 1X (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA; pH 8,0) con 0,5 pg/ml bromuro de etidio.
Las muestras de DNA se mezclaron con buffer de carga 1X GLD (0,3 % Ficoll; 0,04 %;
azul de bromofenol; 5,8 % glicerol) y las bandas de DNA se visualizaron por la

fluorescencia emitida al irradiar con Iuz UV.

2.5 Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Para purificar fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se utilizé el método
de perlas de silica (Boyle y Lew 1995). La banda de DNA de interés se corté desde un
gel de agarosa con un bistur{ y se transfirié a un tubo tipo Eppendorf. Se afiadié 3
voliimenes de 6 M K1, de acuerdo al peso del trozo de gel, y se incubé a 55 °C hasta que
la agarosa estuviese completamente disuelta. Luego, se afiadié 7 ul de glassmilk (perlas
de silica suspendidas en 3 M KI) y se incubé durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifug6 por 30 s a 10.000 g, se eliminé el sobrenadante y se lavo
dos veces con 500 pl de solucién New Wash (10 mM Tris-HCI; 50 mM NaCl; 2,5 mM
EDTA; 50 % etanol; pH 7,5), centrifugando 30 s a 10.000 g en cada lavado, Para liberar
el DNA, las perlas se suspendicron en 14 pl de agua y se incubaron a 65 °C por 5 min.
Luego se centrifug6 a 10.000 g por 30 s y se recuperd el sobrenadante. La integridad yla
concentraciéon de DNA obtenido se evalud en un gel de agarosa y se almacené a -20 °C

hasta su utilizacién.
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2.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de amplificacién para secuenciacién se realizaron con Pfu DNA
polimerasa (New England Biolabs), mientras que las otras reacciones se realizaron con
Tag DNA polimerasa (Genlab). Cada reaccién estaba compuesta por: 1X buffer (200
mM Tris-HCl; 500 mM KCI; pH 8,4); 2mM MgCly; 0,2 mM de cada ANTP (dATP,
dGTP, dCTP y dTTP), 1 uM de cada partidor; 10-20 ng de DNA y 1 unidad enzimatica
de DNA polimerasa en un volumen final de 25 pl. Las reacciones de PCR estdndar se
realizaron en un termociclador Applied Biosystems 2720 con el siguiente programa: 3
min de desnaturacion a 94 °C, seguido por 35 ciclos de: 30 s a 94 °C de desnaturacion,
30 s a 55 °C para el alineamiento de partidores y 3 min a 72 °C de extensién.
Finalmente, la reaccién se mantuvo 10 min a 72 °C para una elongacion final y luego se

almacend a 4 °C hasta su andlisis.

Para el estudio de mini/microsatélites primed PCR, se utilizé el siguiente
programa: 5 min de desnaturacion a 94 °C, seguido por 40 ciclos de: 45 s a 94 °C de
desnaturacién, 60 s a 47 °C para el alineamiento de partidores y 60 s a 72 °C de
extension. Finalmente, la reaccién se mantuvo 10 min a 72 °C para una elongacién final

¥ luego se mantuvo a 4 °C hasta su analisis.
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2.7 Secuenciacién de DNA y analisis bioinformatico

La secuenciacion de DNA se realizo en un secuenciador automatico ABI PRISM
3100 GeneticAnalyzer (Applied Biosystems) con el kit de terminadores fluorescentes
BigDyeTerminator v3.1 (Applied Biosystems). Las secuencias se analizaron con Bioedit

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) y programas disponibles en linea, como

BLASTn  (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cei)  para comparar  secuencias
nucleotidicas  disponibles en  bases de  datos y  ORF Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf) para buscar los posibles marcos de lectura abiertos.

Ademas, con el programa CLC Genomics Workbench se analizé las secuencias del
transcriptoma y genoma de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous, disponible en
nuestro laboratorio. Las secuencias ITS del rDNA de cepas de P. rhodozyma y X.
dendrorhous se obtuvieron a partir de la base de datos de GenBank. Para anélisis
filogenético se utilizd el programa MEGA versién 5.2 (Tamura y col. 2011) con el

analisis de maxima parsimonia y 1.000 réplicas de bootstrap.

2.8 Extraccion y analisis de carotenoides

La extraccion de carotenoides de X. dendrorhous se realiz con acetona desde
precipitados celulares (An y col. 1989). Para ello, se colecté por centrifugacion el pellet
celular de 50 ml de un cultivo de 5 d en YM a 22 °C con agitacion constante. Luego, el
pellet celular se suspendi6 en 1 ml de agua y se agregd 500 pl de perlas de vidrio de 0,5

mm de didmetro. Se llevé a moledor durante 3 min, se agregé 1 ml de acetona y
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nuevamente se llevé al moledor durante otros 3 min. Se repitieron las extracciones con 2
ml de acetona llevando a moledor por 3 min, seguido por 5 min de centrifugacién a
4.000 g, recolectando y juntando los sobrenadantes cada vez, hasta que el extracto
celular fuese incoloro. Posteriormente, al sobrenadante final se le agregd 1/5 del
volumen de éter de petrdleo, se mezclé y se centrifugd por 5 min a 4.000 g. La fase
superior (étér de petréleo) se transfiri6 a un tubo de vidrio y se determiné su absorbancia
2 474 nm. La cantidad de carotenoides se calcul6 con la siguiente formuia:

(v éter)(A)(100)
(Ey y)(peso seco levadura)

Total de carotenoides( * &/4 peso seco) =

Donde, A: Absorbancia a 474 nm, v éter: volumen de éter de petréleo recuperado
(ml) y E; 5: coeficiente extincion al 1 % =2.100 (An y col. 1989). Para la determinacién
del peso seco de levadura, se colectd y pesé por triplicado el pellet celular de 5 ml del

cultivo secado por toda la noche a 80 °C.

A continuacién se dejé evaporar totalmente el éter de petréleo del extracto de
carotenoides a temperatura ambiente, y luego se disolvieé en 100 pl de acetona. La
composicion de pigmentos se determiné mediante cromatografia liquida en fase reversa
(RP-HIPLC), con una columna Lichrospher RP18 125-4 (Merck) y
acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5, v/v) como fase mévil con un flujo de 1
ml/min. Cada pigmento se identifico de acuerdo a su tiempo de retencién ¥y a su espectro
de absorcioén, en comparacién a estandares, usando un detector de arreglo de diodos

Shimadzu SPD-M10A.
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2.9 Extracci6n y anilisis de ergosterol

La extraccién de ergosterol se realizé segiin (Shang y col. 2006). Para ello, se
recolectaron las células provenientes de 10 ml de un cultivo de 5 d crecido en medio YM
a 22 °C con agitacién constante. Posteriormente, se agregé 4 g de KOH y 16 ml de 60 %
etanol. Luego de 2 h a 80 °C, los esteroles se extrajeron con 10 m! de éter de petroleo y
se midi6 la absorbancia a 282 nm. La cuantificacién de ergosterol se realizé mediante el
coeficiente de extincién molar 11.900 M ¢m™ (Shang y col. 2006) y la absorbancia a
282 nm. Para la determinacién del peso seco de levadura, se recolectd y pesd por
triplicado el pellet celular de 5 ml del cultivo secado por toda la noche a 80 °C. A
continuacion, se dejé evaporar totalmente el éter de petréleo del extracto a temperatura
ambiente y luego éste se disolvié en 100 pl de acetona. La composicién de esteroles fue
evaluada mediante RP-HPLC, usando una columna Lichrospher RP18 125-4 (Merck) y

como fase movil, una solucién de metanol y agua (97:3) con un flujo de 1,8 mi/min.

2.10 Extracci6n y andlisis de micosporinas

La extraccién de micosporinas se realizé mediante el método de Volkmann ¥
Gorbushina (2006) modificado. Para ello, se cosecharon las células provenientes de un
cultivo de 5 d crecido en medio YM sélido a 22 °C, se suspendieron en 6 ml de buffer de
extraccion (Agua:etanol:dcido acético, 93:5:2) y se mezclaron con 250 ul de perlas de
vidrio de 0,5 mm de didmetro. Posteriormente, se agito en un vértex a méaxima velocidad

durante 30 min. Luego, se incubé a 22 °C durante 12 h con agitacién constante y se
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centrifugd 10 min a 10.000 g. Se recupero el sobrenadante y se midio su absorbancia a
310 nm. La cuantificacién de micosporinas se realiz6 mediante el coeficiente de
extincion molar de la micosporina glutaminol glucésido, 25.000M™" cm™ (Libkind y col.
2010) y el valor de la absorbancia a 310 nm. La cantidad de micosporinas se expreso
como mg/g peso seco de la levadura. Para la determinacion del peso seco de levadura, se
recolectd y pesé por triplicado el pellet celular de 5 ml del cultivo secado por toda la
noche a 80 °C. La composiciéon de micosporinas fue evaluada mediante RP-HPLC,
usando una columna Lichrospher RP18 125-4 (Merck) y como fase movil, una mezcla

de agua:etanol:acido acético (93:5:2) con un flujo de 1 ml/min.

2.11 Extraccion y analisis de 4cidos grasos

La biomasa para la extraccion de FAs fue obtenida a partir de 1 L de un cultivo de
120 h de crecimiento (fase estacionaria de crecimiento) crecido a 22 °C con agitacion
constante en medio YM. Las células se cosecharon por centrifugacion a 4.000 x g
durante 5 min, y el pellet celular se lavé con agua destilada. Se extrajo los lipidos totales
mediante el método de Bligh y Dyer (1959) y el anlisis de composicion de los FA fue
evaluado mediante cromatografia de gas (GC). La extraccion de lipidos y el andlisis de

composicion de los FAs se realizaron por un servicio externo en GCL (Gestion Control

de Laboratorios) de Fundacién Chile (http://www.gcl.cl/neo/interior 2.php).
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2.12  Ensayo de tolerancia a luz UV

Las cepas de X. dendrorhous se cultivaron a 22 °C con agitacién constante en
medio YM hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento (DOgoo 10 a 11). Luego, las
células se cosecharon por centrifugacion a 4.000 g por 5 min, se lavaron 2 veces con
agua destilada estéril y se suspendieron en 5 ml de agua destilada, hasta alcanzar una
concentracion de aproximada de 107 células/ml. Luego, la suspension se transfirié a una
placa estéril y se expuso a radiacién UV-B (310 nm) usando una lampara con un tubo
Phillips 20W F20T/12 UV-B a 30 cm de altura con respecto a la placa. Se tomaron
alicuotas de 0,5 pl luego de 0; 0,5; 1; 2 y 3 h de exposicion, las que fueron diluidas y
sembradas en placas con medio YM para obtener colonias aisladas. La tolerancia a Ia luz

UV-B se evalué como el porcentaje de sobrevida.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacién molecular de las potenciales cepas de X, dendrorhous

3.1.1 Andlisis de la secuencia de rDNA

Las 13 colontas aisladas tienen una morfologia similar a X, dendrorhious en cuanto
a su forma, elevacién, tamafio v textura, Sin embargo, entre ellas presentan diferencias
en la pigmentacion y opacidad. En relacién a estas caracteristicas, las levaduras se
agruparon y de cada grupo se selecciondé un representante al azar: ANCHOI (rojo y
brillante), ANCHO6 (amarillo palido y opaca) y ANCHOS (amarillo y brillante). Con el
objetivo de determinar la especie y posteriormente evaluar si algunos de los aislados

son clonales, se realizaron andlisis moleculares, entre ellos se analizé el IDNA.

Para identificar la(s) especie(s) de los 13 aislados ANCHs obtenidos desde la
muestra de suelo de la Peninsula Antartica, se extrajo el DNA genémico de cada uno de
ellos. Luego, se amplificé una regién que comprendia los dominios D1/D2 y los ITS del
rDNA utilizando los partidores universales ITS5 y LR6 (White y col. 1990). Los
productos de PCR resultantes se purificaron y secuenciaron completamente, Mediante la
comparacién con secuencias del rDNA disponibles en la base de datos Genbank, se
identifict los dominios D1/D2 del gen LSU y la region ITS que comprende la region

ITS1, el gen 5,88 del rDNA e ITS2. La region parcial del gen LSU comprende 628 pb,
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mientras que el ITSI e ITS2 fue de 157 y 311 pb, respectivamente, para todos los

aislados ANCHs.

Las secuencias de los dominios D1/D2 de los 13 aislados fueron idénticas entre
ellas y al comparar la secuencia consenso en la base de datos GenBank, se encontré un
100 % de identidad con P. rhodozyma CBS5905 [GenBank: AF189871.2] seguido por
un 99,8 % de identidad con X. dendrorhous UCD 67-202 [GenBank: DQ870194.1],
ambos con un 100 % de cobertura. Por lo tanto, ya que el porcentaje entre ambas
secuencias es menor al 1 %, estas levaduras corresponderfan a X. dendrorhous/P.
rhodozyma.,

Con respecto a la region ITS, los 13 aislados tienen idéntica secuencia y al
compararia con la base de datos Genbank, el maximo de identidad encontrado (99 %)
fue con 3 cepas de X. dendrorhous aisladas desde la Patagonia Argentina (Libkind y col.
2007 a): CRUB 1492 [GenBank: DQ6610311.1], CRUB1149 [GenBank: DQ661029.1]
y CRUBO0853 [GenBank: DQ661028.1]. Para estudiar la relacién entre las cepas de X
dendrorhous/P. rhodozyma aisladas desde diferentes regiones, se realizé un
dendrograma basado en la regién ITS (Figura 2). Este analisis reveld que los 13 aislados
antarticos pertenecen al grupo de X. dendrorhous y P. rhodozyma, por lo tanto, esto
confirma el resultado arrojado por el andlisis de la secuencia D1/D2 y los aislados
ANCHs efectivamente corresponden a esta especie. Adicionalmente, el dendrograma
resultante agrupa a los aislados ANCHs junto con las cepas aisladas desde regiones
geograficamente mas cercanas, a excepcion de la cepa MIC-CONC-2006-762, aislada

desde hojas de eucalipto en Concepcion (Weber y col. 2008).

31




— ANGCHO?

X. dendrorhous CRLUE 0852 (DQEET028)

L ANCHDT

AVHN2 (KF721819)

I ANCH{2

L ANCHO9

| ANCH12

I ANCHOE

38 ——— ANCH11

L ANCHOT

L ANCHOE

ANCHOS

X. dendromous CRLE 1452 (DOEE1031)

I ANCHO4

X. gendrorhous CRUB 1420 (DQEE1030)

L ANCHOZ2

——— ANCH1D

X. dendrorhous CRUB 1149 (DOEE1029)
5 X. dendrorhous CE'S 5908 (DQSE1022)

—[:x. dendromous ATCC 24228 (AF129621)

X dendrorhous A TCC 24261 (DQBE1025)

X dendrorhous ATCC 24220 (AF135620)

X. dendrorhous KEF 2607 (DOE61027)

X. dendrorhous KBP 2604 (DGES1026)

54

A . r X. denoroshous CES 7918 (AF139628)
—so,: X. dendrorhous CBS 6338 (AF129632)

X dendrorhous CES 9090 (AF444488)
8L X gendrorhous PYCC 4172 (DOE61021)
P. rhodozym s CB S 5903 (AF 139625)
—— X dendromhous ATCC 24229 (DQEE1023)
W00l X dendromous ATCC 24201 (DOSE1024)
Xanthep hyllom yoes sp. MC-CONGC-2006-7 62 (EF 140904;
Cnpcocous senus UIMOES | C137267)

Figura 2. Dendrograma basado en la secuencia ITS del rDNA de diferentes cepas
de X. dendrorhous.

El arbol consenso se baso en el alineamiento de las secuencias nucleotidicas de la region
ITS (ITS1, 5.8S rDNA e ITS2) y se gener6 con el andlisis de Maxima Parsimonia. Los
nameros en las ramas indican el porcentaje de bootstrap (1.000 repeticiones y solo se
muestran los valores superiores al 50 %). El nimero de acceso de GenBank de cada
secuencia se indican entre paréntesis. La secuencia ITS de Cryptococcus aerius fue
utilizado como outgroup.
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Con el fin de determinar si los aislados antarticos corresponden a X, dendrorhous
(estado teleomérfico) o P. rhodozyma (estado anamorfico), se evalué la habilidad de
desarrollar estructuras sexuales (holobasidio con basidiosporas) en placas de medio
minimo. Para ello, los aislados se¢ incubaron a 10 °C en placas con medio MMv
(Retamales y col. 2002) y DWR (Kucsera y col. 1998). Luego de aproximadamente 1
mes de incubacién en medio DWR, los aislados: ANCHO01, ANCH02, ANCHO3,
ANCHO04, ANCHO5 y anch13, desarrollaron este tipo de estructuras. Por otra parte,
luego de 14 d de incubacion en MMy, se observaron estas estructuras en los aislados
ANCHO06, ANCH07, ANCHO08, ANCH09, ANCH10, ANCH11 y ANCHI2. Por lo

tanto, todos los aislados ANCHs corresponden a X, dendrorhous (Figura 3).

33




Figura 3. Estructura sexual de X. dendrorhous.
Holobasidios con basidiosporas de ANCHS formadas en medio minimo MMy después

de 14 d de incubacion a 10 °C. El desarrollo de este tipo de estructura identifica a la cepa
como X. dendrorhous (estado sexual o teleomérfico) en vez de P. rhodozyma (estado
asexual o anamérfico).
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Para evaluar la variabilidad entre los aislados ANCHs, se analizé la secuencia del
espaciador intergénico 1, IGS1 (Intergenic spacer I), de los genes ribos6micos
nucleares. Esta region se encuentra ubicada entre los genes LSU y 58 (Kurtzman y col.
2011) y ha sido utilizada para estudiar diferencias entre poblaciones y cepas en una
amplia variedad de organismos eucariontes, incluyendo levaduras y entre ellas a X,

dendrorhous (Fell y Blatt 1999),

Para analizar la regién IGS1 de lo aislados ANCHs, se amplificé y secuencié dicha
regién utilizando como molde el DNA gen6mico de los 13 aislados y los partidores
universales LR12 y SSRNA (Vilgalys y Gonzalez 1990). Se obtuvo fragmentos de PCR
de 750 pb, los que fueron purificados y secuenciados. Las secuencias obtenidas fueron
idénticas entre ellas y la secuencia consenso se compar6 con la base de datos GenBank.
El mayor porcentaje de identidad obtenido (100 %) fue con la cepa AVHN2 de X,
dendrorhous [GenBank: KF731827], aislada desde Ia VIII Region de Chile, con un 100
% de cobertura. Seguido, por la cepa CRUB 0853 [GenBank: DQ661032.1] de X
dendrorhous aislada desde la Patagonia Argentina (Libkind y col. 2007 a), con un 87 %

de identidad y 95 % de cobertura.
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3.1.2  Analisis de MSP-PCR

Se cvalud un segundo método de genotipificacién mediante la técnica de
Jingerprinting de MSP-PCR (micro/minisatellite-primed PCR). Esta técnica consiste en
amplificar regiones repetidas del DNA, llamadas microsatélites (repeticiones de 2-10 pb)
o minisatélites (repeticiones de 15-30 pb), las que se encuentran distribuidas en el
genoma y presentan alto polimorfismo (Libkind 2007 b). La técnica de MSP-PCR ha
sido utilizada para estudiar Ia variabilidad intraespecifica de levaduras, incluyendo a X

dendrorhous (Libkind y col. 2008 a, b),

Para el analisis MSP-PCR, primero se extrajo el DNA genémico de los 13 aislados
ANCHs desde protoplastos. Luego, se realizé una reaccion de PCR con cada DNA
utilizando a los partidores M13, (GTG)s y (GAC)s, independientemente. Para los
andlisis comparativos se incluyé la cepa nativa AVHN2 y Ia cepa japonesa UCD 67-385.
Posteriormente, los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en geles de
agarosa y se comparg el patrén de bandeo (Figura 4). Se encontré que los patrones de
amplificacién de los 13 aislados ANCHs y la cepa AVHN2 fueron similares, pero muy
diferentes al de UCD 67-385. Por lo tanto, mediante esta metodologia no fue posible

identificar variabilidad entre ellos.
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Figura 4. Analisis de MSP-PCR de ANCHs, AVHN2 y UCD 67-385.
Anélisis de MSP-PCR obtenido con el partidor (GAC)s (A), (GTC)s (B) y M13 (C). Se

utiliz6 como molde el DNA de los 13 aislados ANCHO1-13 (carriles 1-13), AVHN2
(carril A) y UCD 67-385 (carril U). M: Marcador de peso molecular 100 bp y 1kb, M;:
Marcador de peso molecular 100 bp y M,: Marcador de peso molecular 1kb.
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3.1.3 Anilisis de elementos genéticos extracromosémicos (EGEs)

Los elementos genéticos extracromosémicos (EGEs) del tipo RNA de doble hebra
(dsRNA) son comiinmente encontrados en hongos filamentosos y levaduras. En distintas
cepas de X. dendrorhous existe un alto polimorfismo de dsSRNA en cuanto a su mimero y
secuencia entre cepas aisladas desde distintas regiones del mundo (Baeza y col. 2009).
Con el objetivo de estudiar variabilidad entre Ios aislados ANCHES, se analizo la posible
presencia de EGEs en ellos y en la cepa AVHN2. Como control, se incluy6 a la cepa
UCD 67-385 la cual contiene 4 tipos de dsRNA (Baeza y col. 2009). Para analizar la
presencia de estos elementos, se extrajo el RNA total de las cepas analizadas mediante
ruptura con perlas de vidrio y protoplastos, lnego el RNA total se someti6 a distintos
tratamientos enzimdticos que posteriormente fue analizado mediante electroforesis en
geles de agarosa. En la figura 5 se muestra el analisis de presencia de dsRNA a partir de
una extraccion de RNA mediante perlas de vidrio y se obtuvo el mismo resultado
cuando se extrajo RNA a partir de protoplastos. Los elementos de dsRNA se
identificaron por su resistencia a los tratamientos con DNasa I y nucleasa S1, y por su
sensibilidad al tratamiento con RNasa A. En esta figura 5 se observan elementos de
aproximadamente 1.0 kb en los carriles correspondientes a la extraccion de ANCHO03,
ANCHO5 y ANCHO7. Sin embargo, estos elementos fueron sensibles al tratamiento con
nucleasa S1, por lo tanto, probablemente pueden corresponder a RNA ribosémico. En
conclusion, los 13 aislados ANCHs y la cepa AVHN2 no contienen moléculas de

dsRNA, mientras que UCD 67-385 si los posee, confirmando que los métodos de
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Figura 5. Analisis de elementos genéticos extracromosémicos de dsRNA en ANCHs,
AVHN2 y UCD 67-385.
Se extrajo el RNA total de los aislados ANCHs, AVHN?2 y UCD 67-385 (SD, sin

digerir) y se identifico los elementos de dsSRNA por su resistencia a los tratamientos con
nucleasa S1 (N) y DNasa I (D), y por su sensibilidad al tratamiento con RNasa A (R).
No se identificaron moléculas de dsRNA en los aislados ANCHs. M: Marcador de peso
molecular | kb.
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extraccion de édcidos nucleicos fueron exitosos. Por lo tanto, esta metodologia no

permitio diferenciar a los aislados ANCHs,

3.1.4 Andlisis de la secuencia del gen COXI

Con el propésito de diferenciar a los aislados ANCHs mediante estrategias
moleculares, se analizé la secuencia del gen mitocondrial de la subunidad 1 de la
citocromo oxidasa (COXI o COI). La citocromo oxidasa cataliza la transferencia de
electrones desde el citocromo c al oxigeno molecular en el proceso de respiracion celular
(Wikstrdm 1989). La secuencia genémica que codifica a los aminoécidos 19-234 (645
pb) de COXI ha sido utilizado como metodologia para la identificacién de animales
(DNA barcoding) (Hebert y col. 2003) y recientemente se ha propuesto su uso para la
identificacién de especics en el reino Fungi (Seifert y col. 2007). Se ha reportado
variabilidad intraespecifica de esta regi6n, en cepas del geénero Penicillium (Seifert y col.
2007) y Leohumicola (Nguyen y Seifert 2008). Sin embargo, esta herramienta aiin no ha

sido ampliamente utilizada (Seifert 2009).

A partir del genoma y transcriptoma de la cepa UCD 67-385 disponible en nuestro
laboratorio, se identificé el gen COX! mediante anslisis de BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) con el gen COXI de Crytococcus neoformans [GenBank:
AYS560609.1]. Se encontré que la regién codificante comprende a 1.665 pb, Ia cual no
contiene intrones (ANEXO 1; seccién 7,1) y seria traducida en una proteina de 554
aminodcidos (ANEXO 2; seccién 7,2). La secuencia obtenida fue depositada en la base

de datos de GeneBank [GenBank: KF731815]. A partir de su secuencia nucleotidica, se
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disefiaron los partidores COX1.5F y COX1.7R que permiten amplificar la regién del gen
COXI que codifica a los amino4cidos 19-200, Se amplificé y secuencié esta region en
los aislados ANCHs y en la cepa AVHN2. Las secuencias de los aislados ANCHs fueron
idénticas entre ellas, y tienen 99,8 y 98,3 % de identidad con las cepas AVHN2 y UCD
67-385 (secuencia identificada en el genoma), respectivamente. A pesar que no fue
posible diferenciar los aislados ANCHs mediante esta metodologia, si fue posible

diferenciarlos de AVHN?.

En resumen, los aislados ANCHs efectivamente corresponden a X. dendrorhous,
pero no fite posible diferenciarlos mediante las estrategias moleculares utilizadas. Como
se menciond previamente, existen tres fenotipos de la morfologia de colonia entre los 13
aislados, y entre ellos se escogieron al azar: ANCHO1, ANCHO06 y ANCHOS, y fueron

los aislados utilizados para posteriores an4lisis.

3.2  Estudio del crecimiento y la tolerancia a Ia radiacién UV de las cepas de X,

dendrorhous.

X. dendrorhous es una levadura psicrotolerante (Johnson y col. 1979; Liu y col.
2008), es decir, es tolerante al frio y su temperatura de crecimiento es mayor a 20 °C
(Gounot 1986). Se ha descrito que la temperatura Gptima y maxima de crecimiento de
esta levadura es 22 y 26 °C, respectivamente (Johnson y col. 1979; Liu y col. 2008). Sin
embargo, considerando las bajas temperaturas de la Antartica, estos aislados podrian ser
psicrofilos, es decir que su temperatura 6ptima y maxima de crecimiento sea 20 °C o

menor. Para evaluar la tolerancia a diferentes temperaturas se midié el crecimiento de
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los aislados ANCHO1, ANCHO06 y ANCHOS a 10, 15 y 22 °C en placas con medio
completo YM. Durante 8 d se fotografié las colonias de cada cepa y se determind el drea
de la colonia expresado en pixeles®. Los datos indican el incremento del 4rea de colonia
del dia 8 en relacion al dia 3, correspondiente a la diferencia entre ambas dreas (Figura
6). ANCHO1 y ANCHO6 crecieron 6ptimamente a 22 °C y la cepa ANCHOS8 creci6
mejor a 15 °C. Debido a que la temperatura méxima de crecimiento de los aislados
analizados es sobre 20 °C, éstos son psicrotoleranies como lo previamente descrito en

otras cepas de X. dendrorhous (Johnson y col. 1979; Liu y col. 2008).

La cinética de crecimiento de ANCHO1, ANCH06 y ANCHOS se evalué en
cultivos en medio YM liquido con agitacion contante durante 5 d a 22 °C,vaqueesla
temperatura de crecimiento optima descrita para X. dendrorhious (Johnson y col. 1979).
El aumento de la biomasa se evalué mediante la medicién de la densidad 6ptima a 600
nm, colectando alicuotas de cultivo en las diferentes etapas de crecimiento (Figura 7).
Los tiempos generacionales en estas condiciones fueron de 11,12 # 0,05, 8,44 £ 0,71 y

8,94 £ 0,28'h para ANCHO1, ANCH06 y ANCHOS, respectivamente.
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Figura 6. Evaluacién del crecimiento a diferentes temperaturas de los aislados
ANCHO01, ANCHO06 y ANCHOS.
Evaluacion del crecimiento mediante el incremento del drea de la colonia de ANCHO1,

ANCHO06 y ANCHO8 incubados a 10, 15 y 22 °C cuitivados en placas de medio YM.
Los resultados indican el incremento del drea correspondiente a la diferencia entre al
area de la colonia del dfa 8 y el drea del dia 3 de incubacion. Los resultados muestran el
valor promedio y la desviacion estdndar de tres colonias de cada aislado.
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Figura 7. Curvas de crecimiento de los aislados ANCHO01, ANCH06 y ANCHO0S.
Curva de crecimiento de los aislados ANCHO1, ANCH06 y ANCHO8 cultivados en

medio YM con agitacién constante a 22 °C. Los resultados muestran el valor promedio y
la desviacidn estindar de tres cultivos independientes de cada aislado.
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Considerando la alta radiacién UV del habitat original de los aislados ANCHs, se
estudio su tolerancia a radiacién UV-B (310 nm) de ANCHO1, ANCHO06 y ANCHOS, y
se compard respecto a las cepas AVHN2 y UCD 67-385. Con este propésito, las cepas
fueron expuestas a la luz UV-B (310 nm) y se determind el porcentaje de sobrevida
lnego de 0,5; 1; 2 y 3 h de exposicion (Figura 8). De acuerdo a estos resultados,
ANCHO06 tiene un mayor porcentaje de sobrevida luego de 3 h de exposicién,
aproximadamente 1,5 veces mayor que UCD 67-385 Yy AVHN2, lo cual es

estadisticamente significativo segiin la prueba t de Student (p<0.05).
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Porcentaje de sobrevida de ANCHOI, ANCHO06, ANCHO08, AVHN2 y UCD 67-385
luegode 0,5;1; 2y 3 hde exposicion a radiacién UV-B de 310 nm. Los cultivos fueron
expuestos a luz UV-B y luego sembrados en placas con medio YM e incubados a 22 °C
durante 4 d. Se muestra el valor el promedio de sobrevida de tres cultivos independientes
de cada cepa. Analisis estadisticos se realizaron con la prueba t de Student, *:p<0.05.
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3.3 Analisis de produccién de carotenoides

La radiacién UV promueve la formacion de ROS en organismos, incluyendo
hongos y levaduras, y los carotenoides confieren proteccién contra estas especies
(Moliné y col. 2009). Considerando el alto indice de radiacién UV en la Antértica,
probablemente las cepas de X. dendrorhous aisladas desde esta region tienen una mayor
produccion de carotenoides en comparacién a cepas aisladas desde otras regiones. Por
otra parte, las cepas aisladas desde la Antértica tienen pigmentacion roja, amarillo palido
y amarilla, lo cual difiere de Ia coloracion usual de otras cepas silvestres de la levadura,
que por lo general es anaranjada. Esto sugiere que hay una diferencia en cuanto al
contenido y composicién de carotenoides en los aislados ANCHs. Para evaluar lo
anterior, se analiz6 la produccion de carotenoides en ANCHO1, ANCHO06 y ANCHO08, y
s€ comparo con respecto a las cepas silvestres AVHN2 y UCD 67-385. La produccién y
composicion de carotenoides se evalué en cultivos de 5 d (fase estacionaria tardia de
crecimiento) en medio YM liquido a 22 °C con agitacion constante (Tabla 3, Figura 9).
De acuerdo a los resultados, ANCHO1 produce la mayor cantidad de carotenoides,
aproximadamente 6 veces mdis en relacion a las otras cepas analizadas, Ademads, el
carotenoide mayoritario es astaxantina, al igual que las otras cepas silvestres y
representa el 70 % del total de carotenoides. La astaxantina alcanzo 989 ppm en las
condiciones estudiadas, aproximadamente 8 veces mas que en UCD 67-385. Por otra
parte, ANCH06 y ANCHOS producen una similar cantidad de carotenoides que AVHN2
y UCD 67-385 (192 - 230 ppm), pero su composicién es diferente. En estos aislados, el

carotenoide mayoritario fue B-caroteno, en vez de astaxantina. A pesar de ello, estos
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Tabla 3. Producciéon de carotenoides en los aislados ANCH{1, ANCH06
ANCHO08 y de las cepas AVHN2 y UCD 67-685.

Aislados/cepas de X, dendrorlious

Carotencides ANCHO1 ANCHO06 ANCHO8 AVHN2 UCD67-385
(ppm)
Carotenoides  1.31523£217,74  207,69:6,63  230,89:£23,13  208,01381,46 192,06:11,84
totales (100) (100) (100) (100) (160)
[-caroteno 30,17+:15,21 118,17£12,59  118,1244,93 10,34+0,03 14,30+1,49
(2,34£1,16) (56,90£6,06)  (51,16+2,14)  (4,97£0,45)  (7,45:0,78)
Echinenona 11,69+1,87 19,12+3,11 13,9242,22 5,22+0,83 7,70:1,38
(0,89:0,14) (9,21%1,50) (6,03::0,94) (2,5120,40)  (4,01£0,72)
OH-Echinenona 33,04:4,98 16,48+5,42 8,26+1,36 12,5546,56 18,05:4:1,44
(2,51%3,38) (7,93+2,61) (3,58£0,59)  (6,03£3,15)  (9,40£0,75)
Fenicoxantina 134,547,380 11,3142,73 8,81£0,58 27,36+1,91 26,63+2,31
(10,23+0,59) (5,4421,31) (3.81+2,25)  (13,15£0,92)  (13,86:1,21)
Astaxantina 988,904:3,91 29,1326,76 21,69+£2,30 130,76+3,43  110,33+4,11
(75,194 0,3) (14,0323,26)  (9,39+0,99)  (62,86£1,65) (57,4442,14)
Otros 105,45+10,01 12,45+6.28 59,78+7,60 17,58+4,90 14,63+1,59
carotenoides® (8,02:0,76) (5.99£3,02)  (25,89+3,29)  (8,45£2,36)  (7,62+0,83)

Valores de la tabla son el promedio de tres cultivos independientes + desviacién estandar en ppm
(ng de carotenoides por gramo de levadura seca). El porcentaje de cada carotenoide con respecto al
contenide total de carotenoides se indica entre paréntesis. A: Otros carotenoides incluyen cantaxantina,
OH-keto-toruleno, OH-keto- y- caroteno, toruleno, neurosporeno y carotenoides no identificados.
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Figura 9. Produccién de carotenoides en los aislados ANCHO01, ANCH06 ANCH08
y de Ias cepas AVHN2 y UCD 67-685.

Produccion de carotenoides en los aislados antérticos ANCHO1, ANCHO6 Yy ANCHO0S, y
las cepas AVHN2 y UCD 67-385. Los carotenoides fueron extraidos luego de 5 d de
crecimiento en medio YM a 22 °C con agitacién constante. Se muestra el valor
promedic de tres cultivos independientes de cada cepa. Diferencias en la produccion de
carotenoides totales entre cada cepa en relacién a ANCHO1, se evalud con prueba t de
Student, *:p<0,03, **:p<0,001.
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aislados si producen astaxantina, lo que es caracteristico en cepas de X. dendrorhous

(Tognetti y col. 2013).
3.4 Andlisis de produccién de micosporinas

Ademds de los carotenoides, se ha sugerido que las micosporinas son metabolitos
que confieren fotoproteccién en levaduras y otros microorganismos (Bandaranayake
1998). Por estos motivos, se analizé la produccién de micosporinas en los aislados
ANCHO1, ANCHO06, ANCHO08 y se comparé con las cepas AVHN2 y UCD 67-385,
luego de 5 d de incubacién a 22 °C en placas con medio YM. Contrario a lo esperado, no'
se encontro este tipo de moléculas en los aislados antdrticos, mientras que si se
encontraron en AVHN2 y UCD 67-385. En estas cepas, se identifico la micosporina

glutaminol glucdsido, 45,59 + 1,87 y 3,67 + 2,51 mg/g levadura seca, respectivamente.
3.5 Anilisis de Ia produccion de ergosterol

La produccién de esteroles se evalué luego de 5 d de cultivo en medio YM a 22 °C
con agitacién constante de los aislados antarticos ANCHI, ANCH6 y ANCHS, y se
compard con respecto a las cepas AVHN2 y UCD 67-385. En todas las cepas analizadas
el ergosterol fue el principal esterol (94-100 % del total de esteroles) (F igura 10). Segin
los resultados, las cepas analizadas producen una cantidad similar de ergosterol, a
excepcién de ANCHO6 que produce aproximadamente tres veces menos que las otras

cepas.
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Figura 10. Produccién de ergosterol en los aislados ANCHO1, ANCH06 ANCH0S y
de las cepas AVHN2 y UCD 67-685.
Produccion de ergosterol de ANCHO1, ANCH06, ANCHO08, AVHN2 y UCD- 67-385 de

X. dendrorhous. Los esteroles se extrajeron luego de 5 d de cultivo a 22 °C en medio
YM con agitacion constante, Se muestra el valor el promedio de tres cultivos
independientes de cada cepa. Las diferencias en cantidad de ergosterol entre ANCHO06 y
las otras cepas se analizé con prueba t de Student (*: p<0,05).
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3.6 Anilisis de produccién de acidos grasos

La instauracion de los FAs es una de las principales adaptaciones en levaduras que
colonizan ambientes frios. Se ha sugerido que la presencia de FAs insaturados estd
relacionada con la habilidad de crecer a baja temperatura, por estos motivos se evalud la
composicion de FAs en los aislados antarticos ANCHO1, ANCHO06 y ANCHO8, y se
compard con respecto a las cepas AVHN2 y UCD 67-385. La composicion de FAs fue
evaluada luego de 5 d de cultivo en medio YM a 22 °C con agitacion constante (Tabla
4). Los FAs predominantes fueron el acido linoleico, oleico y palmitico, en todas las
cepas analizadas. ANCHO1, ANCH06, ANCHO8 tienen una proporcion similar de
PUFAs, entre ¢llas, lo cual es mayor que en AVHN?2 y dos veces mayor a lo observado

en UCD 67-385.
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4, DISCUSION

4.1 Caracterizaciéon molecular de aislados antarticos de X, dendrorhous.

X. dendrorhous ha sido encontrada habitualmente en asociacion con arboles de
hoja caduca (desde exudados del 4rbol o en hongos parésitos del arbol) (Weber y col.
2006; Libkind y col. 2007 a). En escasas oportunidades también se ha aislado desde
hojas de 4rboles y muestras de agua (Libkind y col. 2007 a; Weber y col. 2008). Es
decir, no existen reportes previos sobre el aislamiento de X dendrorfious desde muestras

de suelo y tampoco desde la Antdrtica, siendo este el primer trabajo que lo describe.

Basado en las secuencias ITS del rDNA, Libkind y colaboradores (2007 a) han
propuesto que existitfa una relacion entre las cepas de X, dendrorfious Y su drbol
hospedero. De este modo, explican la presencia de esta levadura en muestras de agua del
lago 1lén, en la Patagonia Argentina, por los bosques cercanos de Nothofagus. El género
Nothofagus se distribuye en el sur de Chile y Argentina, incluyendo el Cabo de Hornos
(Swenson y col. 2001). Segiin esta hipétesis y basandose en los resultados de los andlisis
de la secuencia ITS, el habitat primario de los aislados ANCHs serfan bosques de
Nothofagus de América del Sur y probablemente éstas cepas fueron llevadas a la Isla
Rey Jorge por humanos y/o por masas de aire (Pearce y col. 2009; Cowan y col. 2011).
El dendrograma, basado en la regién ITS, agrupa a las cepas de X. dendrorhous aisladas
de la Patagonia Argentina junto con los aislados de la Antértica. Por otra parte, a pesar

de la cercania geogréfica estas cepas no agrupan con la cepa chilena aislada desde hojas
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de eucalipto de Concepcion. Ademds, basado en los andlisis de ITS y D1/D2, la cepa
aislada de Concepcién difiere significativamente de las cepas descritas de X
dendrorhous, por lo que se ha propuesto que incluso podria representar una nueva

especie (Weber y col. 2008; Tognetti y col. 2013).

A pesar que no se encontraron diferencias moleculares entre los aislados ANCHs,
si se encontraron diferencias fenotipicas tales como: produccién de carotenoides y
tolerancia a la radiacion UV-B. Como estrategias moleculares para diferenciar a los
aislados ANCHs se utilizaron las técnicas de MSP-PCR, el andlisis de secuencia de
IDNA y el anilisis de EGEs, ya que comprenden a metodologias que se utilizan para
estudiar la variabilidad intraespecie en X, dendrorhous. No obstante, estas estrategias no
permitieron diferenciar a los aislados ANCHs. Debido a que no existen muchas
herramientas moleculares para evaluar variabilidad intraespecie, como una nueva
alternativa se analizdé la secuencia del gen COXI] que no habfa sido estudiado

N

previamente en X. dendrorhous. Sin embargo, mediante esta estrategia no se encontrd

diferencias entre los aislados ANCHs, pero s file posible diferenciarlos de AVHN2, lo

cual no habfa sido posible mediante los otros métodos.
4.2 Produccion de carotenoides, micosporinas, ergosterol y dcidos grasos

En general, las cepas silvestres de X, dendrorhous tienen una pigmentacién
anaranjada, mientras que varios de los aislados antarticos, ANCHO1 a 05 y 13, son rojos.
El andlisis de los carotenoides de ANCHO1 arrojé que en este aislado hay una elevada

producci6n de carotenoides (1.315 ppm), lo cual representa uno de los mayores niveles
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reportados en una cepa silvestre de X, dendrorhous, que bajo las condiciones estudiadas
producen entre 200 y 400 ppm (Schmidt y col. 2011). Por otra parte, la elevada
produccién de astaxantina en ANCHO1 lo conviette en un buen candidato para ser
utilizado en estudios de optimizacién de las condiciones de cultivo, métodos clésicos de
mutagénesis al azar y/o de ingenieria metabodlica, metodologias que ya han sido
utilizadas en X. dendrorhous para favorecer la produccion de este pigmento (Schmidt y

col. 2011).

Los aislados ANCH06 y ANCHO8 ticnen una composicion de carotenoides
diferente a otras cepas silvestres de X, dendrorhous, pero la cantidad de carotenoides
totales es similar (Andrewes y col. 1976; Schmidt ¥ col. 2011). Por lo tanto, segtn los
resultados arrojados en este trabajo, no existiria una relacion directa entre el indice de
radiacién UV del hébitat de la levadura y el contenido de carotenoides confirmando lo
observado en estudios previos (Libkind y col. 2006). A pesar de su pigmentacitn
amarilla, estos aislados si producen astaxantina, aunque en bajas cantidades, lo cual ha
sido considerado por otros grupos como determinante de cepas silvestres de X
dendrorhous (Tognetti y col. 2013). Ademas, también se pudo amplificar el gen erS
(gen que codifica a Ia astaxantina sintasa en X dendrorhous) desde los aisiados ANCHs,
lo que confirma que éstos tienen el gen que controla la sintesis de astaxantina desde B-
caroteno (dato no mostrado). No obstante, el carotenoide mayoritario producido por
dichos aislados es P-caroteno. Por lo tanto, este frabajo también es el primero en
describir cepas silvestres de X. dendrorhous cuyo carotenoide principal es B-caroteno, en

oposicion a astaxantina.
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Se ha sugerido que las micosporinas juegan un rol fotoprotector (Libkind y col.
2004) y son producidas por una amplia variedad de microorganismos cuando son
expuestos a altas intensidades de luz (Oren y Gunde Cimerman 2007). En una amplia
variedad de organismos se ha documentado que existe una relacién directa entre el
contenido de micosporinas y los niveles de radiacién UV a los que estdn expuestos
(Oren y Gunde Cimerman 2007). Se ha informado que X. dendrorhous produce estos
compuestos constitutivamente (Libkind y col. 2011) y considerando Ia alta radiacién UV
de la Antértica, contrario a lo esperado, los aislados ANCHs no producen micosporinas

bajo las condiciones estudiadas.

Recientemente se ha propuesto un método para una rapida identificacién de X,
dendrorhous que se basa en la deteccién simultdnea de micosporinas y astaxantina en
aislados rojos de levaduras (Tognetti y col. 2013). Segun nuestros resultados de los
aislados ANCHs y de la cepa silvestre CBS 6938 de X. dendrorhous (datos no
publicados), la produccién micosporinas no es determinante en cepas silvestres de X.
dendrorhous. Ademas, ANCH06 y ANCHOS producen bajas cantidades de astaxantina
en comparacion a otras cepas silvestres, por lo que pudieron ser excluidos como X,
dendrorhous al utilizar este método de identificacion, a pesar que los métodos

moleculares claramente los identifica como tal.

Por otra parte, aunque ANCHO6 no produce micosporinas, este aislado mostré un
mayor porcentaje de sobrevida luego de 3 h de exposicién a radiacién UV-B, en
comparacion a otras cepas silvestres. Por lo tanto, hay otros mecanismos fotoprotectores

en la levadura, como por ejemplo estrategias de reparacion al dafio del DNA generado
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por la radiacién UV como la fotoreactivacion ¥y reparacion por escisién de nucledtidos
(Prakash y Prakash 2000; Sancar 2003), que podrian estar operando y/o favorecidos en

ANCHO06.

En respuesta de aclimatacién y/o adaptacién, los microorganismos pueden
experimentar cambios en la composicién de lipidos para regular la fluidez de las
membranas celulares a bajas temperaturas. Por gjemplo, el incremento de la proporcion
de FAs insaturados (MUFAs y PUFAs) es una de la respuestas mas estudiadas (Rossi y
col. 2009). La proporcién de FAs insaturados encontrados en ANCHO1, ANCHOs,
ANCHO8 es similar a lo encontrado en otras levaduras antrticas (Zlatanov y col. 2001).
En estos aislados antérticos y en UCD 67-385, los FAs insaturados son los mads
abundantes, y representan alrededor del 65 al 80 %, mientras que en AVHN2 solo
representan el 43 %. Sin embargo, solo considerando la proporcién de PUFAs, esta es
solo el 14 % en UCD 67-385, mientras que en ANCHs es de aproximadamente 2 veces
mayor (33 a 37 %). Estos resultados son consistentes a reportes previos que indican que
las levaduras antérticas producen una mayor proporcién de PUFAs (Thomas-Hall y

Watson 2002),

En la mayoria de los hongos filamentosos y levaduras, los dcidos palmitico,
estedrico, oleico, linoleico y (a 6 y)-linolénico son los FAs predominantes (Radwan
1991). Todos ellos fueron identificados en todas las cepas estudiadas en este trabajo.
Adicionalmente, estos FAs también han sido encontrados en cepas de X. dendrorhous
aisladas dese otras regiones (Sanderson y Jolly 1994; Libkind y col. 2008), aunque en

diferente proporcién. La fraccion de PUFAs encontrada en las cepas de X. dendrorhous
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aisladas desde la Patagonia Argentina fue mayor que en los aislados ANCHs (70,5 %)
(Sanderson y Jolly 1994; Libkind y col. 2008). El an4lisis de la composicién de FAs
revelé que los FAs predominantes son de Ci4 a Cyg, acorde a otras levaduras (Rossi y
col. 2009). Se ha reportado, que diversos organismos a bajas temperaturas sufren un
acortamiento de la cadena de FAs (Guschina y Harwood 2006; Tronchoni y col. 2012)
en respuesta de aclimatacién y/o adaptacién, incluso en poblaciones de una misma
especie (Bahrndorff y col. 2007). Sin embargo, al parecer esto sélo ocurre en levaduras
mesoéfilas (Rossi y col. 2009). En este trabajo, no se observaron grandes diferencias en
cuento a la composicién de FAs en relacién al largo de la cadena del FA enire las cepas

estudiadas.

En todas las cepas estudiadas, los PUFAs encontrados solo fueron de dos tipos:
acido linoleico y 4cido linolénico, moléculas de 18 stomos de carbono, que son los que

frecuentemente se encuentran en aceites de semillas de plantas (Radwan 1991). Es decir,

no se encontraron PUFAs de 20 4tomos de carbono que son los de mayor interés

biotecnoldgico por su uso farmacéutico (Radwan 1991).

Por otra parte, los esteroles incluyendo el ergosterol, son también componentes
estructurales de las membranas celulares eucariotas y cumplen una importante funcién
en la regulacién de la fluidez y permeabilidad de las membranas (Shobayashi y col.
2005). Se ha sugerido que el ergosterol es esencial para el crecimiento a bajas
temperaturas (Hemmi y col. 1995) y por estos motivos se evalud la produccién de
esteroles en los aislados antdrticos. No se encontraron diferencias entre las cepas

aisladas de la Antartica v las aisladas de otras regiones, exceptuando a ANCHG que
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produce hasta 3 veces menos en comparacién a las otras cepas. Por lo tanto, no existiria
una relacién entre el contenido de ergosterol y la zona de aislamiento, similar a lo

encontrado por otros autores (Tronchoni y col. 2012).

La sintesis de ergosterol y astaxantina derivan del isopentenil pirofosfato, el que a
su vez se sintetiza a partir de la via del mevalonato en X, dendrorhous (Schmidt y col.
2011). Cuando se bloquea la sintesis de ergosterol en X. dendrorhous, hay un
incremento en el contenido de carotenoides y consecuentemente de astaxantina (Loto y
col. 2012). Adicionalmente, cepas mutantes sobreproductoras de astaxantina de P.
rhodozyma, obtenidas por mutagénesis quimica al azar, producen menos ergosterol en
comparacion a la cepa parental (Miao y col. 2011). Estas evidencias sugieren que el
ergosterol regula la sintesis de carotenoides mediante un mecanismo de Jeedback
negativo (Loto y col. 2012). Por lo tanto, al bloquear la sintesis de ergosterol mediante
ingenierfa metabolica podria ser una buena alternativa para mejorar la produccién de

astaxantina en ANCHOI1.

Finalmente, hasta la fecha se ha descrito que Y. dendrorhous y P. rhodozyma han
sido aisladas desde regiones frias de Alaska, Finlandia, Japon, Rusia, Estados Unidos y
Europa Occidental, y recientemente desde la Patagonia Argentina y el sur de Chile
(Kurtzman y col. 2011). No hay reportes que describen el aislamiento y caracterizacion
de X. dendrorhous aisladas desde muestra de suelo de la Antartica. Por otra parte, la
produccién de carotenoides de los aislados ANCHOI, ANCH06 y ANCHOS de X

dendrorhous, difieren al de otras cepas silvestres descritas y ANCHOI resultd ser un
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sobre-productor natural de astaxantina. Por lo tanto, futuras investigaciones se centrardn

en mejorar la produccién de astaxantina en este aislado.
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5. CONCLUSION

Basado en andlisis de los dominios D1/D2 y de la regi6n ITS del rDNA, las 13
levaduras aisladas desde muestras de suelo colectadas desde la Isla Rey Jorge de la

Peninsula Antdrtica, corresponden a X, dendrorhous.

No fue posible diferenciar los aislados de X. dendrorfious mediante estrategias
moleculares, como MSP-PCR, presencia de EGEs o por el andlisis de las secuencias de
rDNA y del gen COX1. Sin embargo, este tiltimo analisis permiti6 diferenciarlas de la

cepa chilena AVHN2.

En relacién a la produccion de los metabolitos como carotenoides, micosporinas,
ergosterol y dcidos grasos, el aislado ANCHO! produce 8 veces mds astaxantina que la
cepas silvestre UCD 67-385. Los aislados antarticos no produjeron micosporinas en las
condiciones estudiadas, no obstante, ANCHO06 presentd una mayor tolerancia a la luz
UV-B, por lo tanto, otros mecanismos de fotoproteccién deberian estar operando.
Finalmente, en relacion a la produccién de lipidos como FAs, los aislados antérticos
producen 2 veces mds PUFAs en relacion a las otras cepas silvestres estudiadas, lo que
también corresponde a una ventaja adaptativa para colonizar ambientes frios. En cuanto
a la produccion de ergosterol no se encontré una relacién entre la produccion y la zona

desde donde fueron aisladas las levaduras.
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6. PROYECCIONES

X dendrorhous es un productor natural de astaxantina, un metabolito relevante en
biotecnologfa especialmente por su uso en la acuicultura, Habitualmente, esta levadura
ha sido aislada en asociacién a drboles Y en escasas oportunidades desde muestras de
agua y hojas de arboles. Este es el primer reporte sobre la caracterizacion de X
dendrorhous aislada desde una muestra de suelo proveniente de la Antartica. Por lo
tanto, este trabajo es una gran contribucién al conocimiento de la distribucién y ecologia
de X. dendrorhous. Considerando Ia inusval localizacién desde donde fueron aisladas las
levaduras, X. dendrorhous podria habitar otras regiones con condiciones de estrés que
promuevan la formacién de ROS, incluidas otras regiones de la Antartica. Al explorar
nuevas regiones podrian encontrarse nuevas cepas y propiedades interesantes que

podrian ser reveladas.

Este trabajo describe una cepa, ANCHOI, que produce una de las mayores
cantidades de astaxantina reportada en una cepa silvestre, Debido a su coloracion, esto
sugiere que los otros aislados antarticos de pigmentacién roja, también podrian ser
sobre-productores de astaxantina lo que debe ser analizado. Por otra parte, ANCHOI es
un sobre-productor de astaxantina natural, por lo tanto futuras investigaciones se

centraran en mejorar la produccién del pigmento de esta cepa.
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La produccion de carotenoides en los aislados antérticos difiere en relaci6n a cepas
silvestres aisladas de otras regiones, por este motivo serfa de gran interés estudiar en
ellos los genes que controlan la sintesis de los carotenoides y su regulacién en
comparacion con otras cepas silvestres. Esto es de gran importancia ya que, a pesar que
los aislados ANCHs contienen el gen crtS que codifica a la astaxantina sintasa, éstos
producen bajas cantidades de astaxantina lo que sugiere que la regulacién o estructura de
este gen es diferente. Ademds, estudiar diferencias a nivel de secuencia de DNA y de
expresion de genes, se podrian encontrar futuros blancos para el mejoramiento genético
para la produccion de astaxantina y contribuir a un mejor entendimiento de la

carotenogénesis en este organismo.
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8. ANEXOS

8.1 Anexol. Secuencia de DNA de gen COX1 de UCD 67-385 de X, dendrorhous.

TATAAATGTGTGCAGGAGAATAGCACGGGATCGTGGCTTACGGCGAGCAAAAGACCGTAAGGACCCCGTGTCT
CCTAGAAGACGAGGATGCCTCAGTAATGGAGATTACGAGAGGCTACCCTCGCAGATGGGTATCTAACGATGAAGCTTGC
GCTAACAGTGAGCTGTTACCCTTAAAGCAACTAGCTTATGGAAAGCAGGTATCTCGCCTATAGTCGGCTCGTACCCGAC
GTTGCTTTTAGGTARCAGCGTCTGCTCTCTCCCGAGAGTAGCGTTGTTCGGTCCAGGAGAGCCAGTTCCTGTCTCAGCC
CTCTAACGCTTGCGATTGGGAGGAGAGAATAAACATTACTGCCTTACGGCAATCTGGTGGACTCTAAATGGGTCCACTA
CAACGAACCCATTTTGTGCCACAGGAGACCTTATTATACTTGTTTATTATGTTTACTAATGTTTTCAGCCCTCGCTGGC
TCCTGTCCACAAAIGCAAAGGATATCGGTACCCTCTACCTTGCCTTTGCGGTCATCTCCGGGATGCTCGGTGCTGCCTT
TTCTAEGGCGATCCGCGCAGAACTTGCCTCTCAAGGGATCCAAGTCCTTGGCGGTGATCACCAAQTATACAACGTTGTT
GTTTCTGCCCACGCGCTCCTTATGATCTTTTATATGGTTATGCCGGCGCTCGTGGGTGGCTTTGGGAACTACCTCCTCC
CCGTCCAGATTGGAGCGGTGGATATGGCGTTCCCTCGTCTGAACAACAECTCGTTCTGGCTACTGCCGCCCTCTCTGAT
GTTGTTGCTCTTGTCGGCTCTTGTCGAACAAGGAGCAGGTACTGGATGAACTCTGTACCCGCCCCTCTCGAGCCTCCAG
TCTCACAGTGGTGCTTCGGTAGACCTCGCAATCTTCGCCCTTCATCTCGCTGGTATCAGCTCGACTCTAGGCGCTATTA
ACTTCAECGTTACACTCGTTAACCTCCGTGCTCCAGGGATCACGTTCGACCGAGTTCCACTCTTCACATGGGCCAETGC
CATCACAGCCGTATTGCTACTCTTGAGCCTTCCGGTCCTAGCTGGGGGTATTACTATGCTTCTAACGGACCGAAACTTC
TCGACTAGCTTCTACGACCCTGCTGGTGGAGGTGACCCTGTGCTGTACCAGCACCTTTTCTGATTCTTCGGTCATCCCG
AGGTTTACATCCTCGTGATCCCCGCCTTTGGAGCGGTATCCCACGTCGTAGGTGCCTTCTCATACAAGTCTGTAETCGG
CACCCTCGGCAEGGTCTACGCTATGATGAGCATCGGCGTACTCGGTTTTGTAGTCTGGTCGCACCACATGTATACCGTT
GGTATGGATGTGGACTCCCGAGCCTACTTCACCGCTGCGACGAEGGTTATCGCTGTGCCAACCGGTATTAAGATTTTCT
CTTGGTTGGCTACGCTCTATGGTGGCGCCCTTGAATACAGCACTGCGTTGTTGTTCGCTCTTGGATTTATCCTGCTCTT
CACGCTCGGAGGCGTAACTGGGGTAGTATTGGCCAACGCCTCTCTCGACGTTGCGAEGCATGATACATACTATGTGGTA
GCTCACTTCCACTATGTGCTGTCTATGGGCGCGGTGTTTGGTTTGTTTGCGGCCTTCTACTATTGGTTCCCAAAGCTCA
CAGGCCGCTCTCTTTCTGAATTGCTCGGGAAGGTACACTTCGGTCTACTCTTTGTAGGAGTAAACCTTACTTTCTTCCC
TCAGCACTTCCTTGGGCTAGCTGGTATGCCTCGACGGATCCCTGATTATGCTGACGCATTCCTCGGGTGGAATCGGGTC
TCGTCATTCGGTAGCCTTCTGTCTATTGTTGCTACGGTTGTGTTCCTAGTTCTTCTAGGTCAAGCTCTTTCTACTGGGC
GTG?CGTCACAGCGGCATCTCCAIGGACAAGCCCTGATTTTAACACTTCTGCCGCTGTTCAAGCAGATCGGGTTTATGG
TGTCGAGTGAGCTGTAGCTTCTCCTACTCCTCTTCACGCTTTCGAGCAGCTTCCTGTTGCTACAACTAGCTAGCTCTAA
GCTGTGAATAGTCGTGATGACGTTCGTTGTTACATTTTGTTTTGGAATGTGGAGCTTTATGCTTTATGCAGTACAAGGC
TAAATGTATTTGGTCTACACTTTTAGGTGGTGTAGTAAAGGAAGCAGGTGGTGCTCCTTTTGACCCTCTTTGCTCGGCT
GCTTGCGTCGCAAGAAATAGGACTCTGAAAGTCTCTGGGGTATATAGGAAACGTGTACTCGGAGAAGCTCTCAGAAAAG
TCGTCGAACGTCAAGAGGCTTTCCTCGTGAAAAGATTCATGTAGAGGGGTAATGGACCCCCTCTCTAGTGGCTTTATAC
TATGAAAGGAGTCTAAACTCTCTATCTTCTAGAGGCTAGTGGAGCCTCATTAATGGCGTAGGAACTTGAAATTCCCTTA
GGAGACTATGGAGTCTCGTTCAAGGGGCTATGGAGCCCTGTTGGTGAGAAGTAATGACCTTCTCTTGGGAGTAGGGTAC
TCCGAGAGCCCTTGGAAGGTCATGTAACATCAAGAGACTCTCTGCGTAAAGAAGAATTCTGAGCATAAGGAATTGTTGC
AAGGTAAAGAACCCCGAGTTTGGAGACTATGAGACCTCTGTAGAGTATGAGCAGGCTAGTGACGCCTGGTGATAGAGAA
AGATTGTTTGGGGACTAAGGAAGTCCCTCTTTAGGGCAGAGCCGATACTCTGCGGACAAGAGGGTAAGGGACCCTCTGT
GGAGTGTGAGGCAGAGGCCGATACCTCTGGGGCAGCAAAGAGAGCTATAGGCTCGCTCATAGGGAGGAGACGACAGACG
ATACTGTCGGGGAGCGGGCTAAGAGAGCCCCCGTTGAGCCACAGCGCATCTGTGGCAGTGCCCGCGAGGGATAGTGATT
AGGGAGGATGGTGCTCACCAGAGTCTCGGGAAGGCTATGTGACGTCGAGAGCTCTGTCTCGTGGGAGTCATGGGGCAGA
GGCGATACTCTGCAGGCGAAGGGCTAGGGGAGCCCTGGTGGTGCAGCGGCCGATACCGCTGTGGGCAGGGGGTCTGGAA
CCCCGTI TAGGAAGGARRATTTGGGTGAGGTACCTCACTATACTAR

En negritas se indica el ORF. En letras rojas y azules se destaca el codén de inicio y término de [a
traduccidn, respectivamente.
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8.2 Anexo 2. Secuencia de amino#cides deducida de la subunidad 1 de la citocromo

oxidasa de UCD 67-385 de X, dendrorhous.

MGPTQRTHFVPQETLLYLFIMFTNVFSPRWTTSTNAKDIGTTYTAFAVISGMTGAAFSMAIRAETASQGIQ
VTGGDHQTYNVVVSAHATTMIFYMVMPATVGGFGNYTTPVQIGAVDMAFPRTNNISFWTTPPSTMLLTLSA
TVEQGAGTGWTTYPPTSSTQSHSGASVDTAIFATHTAGISSTTGAINFIVTTVNTRAPGITFDRVPTFTWA
IAITAVLTTLSTPVTAGGITMTTTDRNFSTSFYDPAGGGDPVTYQHTFWFFGHPEVYITVIPAFGAVSHVV
GAFSYKSVFGTTGMVYAMMSIGVTGFVVWSHHMYTVGMDVDSRAYFTAATMVIAVPTGIKIFSWLATTYGG
ATEYSTALLFATGFITTFTTGGVTGVVLANASTDVAMHDTYYVVAHFHYVTSMGAVFGLFAAFYYWFPKTT
GRSTSELTGKVHFGTTFVGVNTTFFPQHFTGTAGMPRRIPDYADAFTGWNRVSSFGSTTSIVATVVETVTT
GQATSTGRVVTAASPWTSPDFNTSAAVQADRVYGVEWAVASPTPTHAFEQTPVATTS
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