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RESUMEN

El continente Antartico comprende un area de 14 millones de kilometros
cuadrados del cual el 99% esta cubierto de hielo y nieve. Es considerado un ambiente
extremo por el hecho de que es el més seco, con més viento y es el mas helado de todos
los habitats conocidos en el mundo, presentando ademas una alta radiacion solar durante
la época de verano. A pesar de estas caracteristicas, la Antartica hospeda una serie de
formas de vida, entre las que se encuentran, bacterias, levaduras, hongos, liquenes,
pequefios invertebrados, muchas especies de aves y mamfferos, las que han desarrollado
distintos mecanismos que les permiten sobrevivir en estas condiciones. Muchas de las
propiedades desarrolladas por los microorganismos antdrticos son de gran importancia

biotecnoldgica.

Las levaduras son un grupo de microorganismos eucariontes muy diverso que
presenta una alta heterogeneidad en sus habilidades nutricionales, que les permite
sobrevivir en distintos habitats. En el continente Antdrtico se han encontrado levaduras
pertenecientes a los géneros Bullera, Candida, Cryptococcus, Cystofilobasidium,
Debaryomyces, Kondoa, Leucosporidium, Metschnikowia, Mrakia, Pseudozyma,

Rhodotorula, Sakaguchia, Sporopachydermia, Sympodiomyces y Trichosporon.

De acuerdo a lo anterior, ¢l objetivo de este trabajo fue aislar levaduras desde el
territorio Antértico chileno, caracterizarlas bioquimicamente y analizar la presencia de

actividad enzimética extracelular. Para esto, Jas muestras de tierra y agua recolectadas en

distintas zonas de la Isla Rey Jorge, ubicada en el territorio Antartico chileno, se




sembraron en placas de agar suplementadas con cloranfenicol las que fueron incubadas a
diferentes temperaturas. Las levaduras obtenidas fueron agrupadas de acuerdo a su
macromorfologia, obteniendo 22 grupos. Se evalud el crecimiento de las levaduras a 4,
10, 15 y 22 °C. El 79% present6 crecimiento en las cuatro temperaturas ensayadas, el
11% present6 crecimiento s6lo a 4 °C y el 5% presentd crecimiento a temperaturas bajo
22 °C, indicando que las levaduras psicréfilas facultativas predominan en esta zona de
estudio. De cada grupo se seleccionaron levaduras representativas, considerando la zona
de aislamiento y temperatura éptima de crecimiento, y se determiné su capacidad para
utilizar distintas fuentes de carbono. Las fuentes de carbono m4s utilizadas fueron D-
glucosa, D-xilosa, D-sorbitol, D-sacarosa, D-manitol, glicerol, D-trehalosa y D-rafinosa;
mientras que las menos utilizadas fueron D-lactosa, eritritol, inositol, 4cido levulinico,
acido lactico, metil-ad-glucopiranosida, L-rhamnosa, D-melibiosa, L-sorbosa y
glucosamina. Segun los perfiles de asimilacién se logrd realizar una identificacion
preliminar de levaduras pertenecientes a los géneros Cryptococcus, Sporobolomyces,
Rhodotorula, Candida y Zygosaccharomyces, mientras que 11 de las levaduras no

pudieron ser identificadas.

Ademas se analizd la presencia de actividades enzimiticas extracelulares con
potencial aplicacién biotecnolégica mediante ensayos en placas de agar, encontrandose
levaduras que presentan actividad lipasa, esterasa, proteasa, amilasa y celulasa. En este
trabajo se reporta por primera vez la presencia de actividad esterasa en levaduras

aisladas desde el territorio Antirtico.




ABSTRACT

The Antarctic Continent has an area of 14 million square kilometers, with 99%
covered by ice and snow. The Antarctica is considered to be an extreme habitat because
it is the driest, windiest, and coldest environment known on earth, and also is under high
solar radiation in the summer season. Despite these characteristics, the Antarctic is
colonized by living organisms where we can find bacteria, yeasts, fungus, lichens, little
invertebrates, many bird and mammal species, which have developed different
mechanisms that allow them to survive in these inhospitable conditions. Several of the
properties developed by Antarctic microorganisms have potential applications in

biotechnology.

Yeasts are a group of eukaryotic microorganisms that have diverse nutritional
abilities necessary for their survival in different habitats. Yeasts belonging to different
genera such as Bullera, Candida, Cryptococcus, Cystofilobasidium, Debaryomyces,
Kondoa, Leucosporidium, Metschnikowia, Mrakia, Pseudozyma, Rhodotorula,
Sakaguchia, Sporopachydermia, Sympodiomyces, and Trichosporon have been isolated

from the Antarctic Continent.

The objective of this work was to isolate yeasts from the Chilean Antarctic
territory, characterize them biochemically and analyze their extracellular enzymatic
activities. For this, soil and water samples were collected from different zones of Isla
Rey Jorge, located in the Chilean Antarctic territory; they were seeded in agar plates

supplemented with chloramphenicol, and incubated at different temperatures. The yeast
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obtained were grouped according to their macromorphology, obtaining 22 groups. The
growth of yeast was evaluated at 4, 10, 15, and 22 °C. 79% of them grew at the four
temperatures, 11% grew only at 4°C, and 5% grew under 22°C, indicating that
facultative psychrophilic yeast, dominate in the study area. Representative yeasts were
selected from each group, considering their isolated zone and their optimum temperature
of growth, and characterized according to the assimilation of different carbon sources.
The most used carbon sources were D -glucose, D-xylose, D-sorbitol, D-sucrose, D-
mannitol, glycerol, D-trehalose y D-raffinose, and the less used were D-lactose,
erythritol, inositol, levulinic acid, lactic acid, methyl-ad-glucopyranoside, L-rhamnose,
D-melibiose, L-sorbose, and glucosamine. According to these profiles it was possible to
identify yeast belonging to the genus Cryptococcus, Sporobolomyces, Rhodotorula,

Candida and Zygosaccharonyces, while 11 yeasts could not be identified.

The presence of extracellular enzymatic activity was also analyzed, finding
yeasts that possess lipase, esterase, protease, amylase and cellulase activities. The

presence of esterase activity in yeasts from the Antarctic territory was found for the first

time in this work.




1. INTRODUCCION




Los microorganismos presentes en el suelo y agua son un drea de estudio de
interés para la microbiologfa ambiental, debido a que ain falta mucho por descubrir,
caracterizar ¢ identificar, principalmente en ambientes hostiles para el crecimiento y
desarrollo de vida microbiana. Uno de estos ambientes hostiles, son las regiones frias del
planeta, como las profundidades del mar, montafias y zonas polares. Estas extremas
condiciones han dificultado a los investigadores en el estudio de los microorganismos
presentes ya que se requiere la utilizacion de técnicas poco comunes o equipo
especializado (Brenchley, 1996). En la actualidad, los avances en tecnologia y técnicas
de laboratorio han permitido estudiar de mejor forma estos microorganismos psicréfilos,
pudiendo ser aislados desde muestras ambientales y cultivados en laboratorios (Connell

y cols., 2008)(Xin y Zhou, 2007).

1.1 Micreorganismes psicréfilos.

Los microorganismos que han logrado colonizar satisfactoriamente ambientes
frios son llamados psicréfilos, los que dependiendo de su temperatura optima de
crecimiento, son denominados como psicrotolerantes o psicrétrofos (Margesin, 2007).
Independientemente de cdmo ellos hayan sido definidos, los microorganismos “psicro”
estan adaptados a vivir a bajas temperaturas y poseen propiedades diferentes de los que
viven a temperaturas mayores. En la literatura los microorganismos capaces de crecer a
bajas temperaturas, pero que su temperatura 6ptima se encuentra en torno a los 20-30 °C
son denominados psicréfilos facultativos, en cambio aquellos en que su temperatura

6ptima se encuentra entre los 15-18 °C son denominados psicréfilos obligados, siendo
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capaces incluso de crecer a temperaturas cercanas a 0 °C. Por dltimo, aquellos
microorganismos que poseen una temperatura éptima a 4 °C, y que sélo son capaces de
crecer a temperaturas bajo Ios 15 °C son denominados psicréfilos extremos (Margesin,
2007)(Ramesh, 2011). Estos microorganismos han superado dos importantes desafios, el
efecto de las bajas temperaturas sobre la velocidad de las reacciones enzimadticas y el
aumento de la viscosidad del entorno acuoso (D'Amico y cols., 2006). A bajas
temperaturas las membranas citoplasmaéticas tienden a ser menos “flexibles™ afectando
la permeabilidad y el tfransporte de nutrientes y desechos (Goodchild y cols.,
2004)(Ratkowsky y cols., 2005). La replicacion del DNA, transcripcién y fraduccion,
también se ven afectadas por la exposicion a bajas temperaturas, debido a la formacién
de estructuras secundarias o estructuras “supercoil” (D'Amico y cols., 2006). Es por esto
que la mayoria de estos microorganismos tienen adaptaciones especiales en sus enzimas,
membranas y otros componentes celulares, que les permiten crecer en bajas
temperaturas a tasas comparables con organismos mesdfilos a temperaturas moderadas

(Russell, 2006).

Ademds de las bajas temperaturas, la presién osmética, Ia radiacién solar, el
estrés oxidativo y la disponibilidad de nutrientes, son otros factores que los
microorganismos psicrofilos deben superar para sobrevivir en estas condiciones. A pesar
de estos inconvenienfes se puede encontrar una amplia biodiversidad microbiana,

representada principalmente por bacterias, levaduras y microalgas. Las bacterias

comunmente reportadas corresponden a a.-, B- y y-proteobacteria, el phylum Cytophaga—
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Flavobacterium—Bacteriodes, Arthrobacter sp. y Micrococcus sp. Mientras que
levaduras psicréfilas de la especie Crypfococcus spp. han sido comiinmente aisladas
desde muestras de suelo, siendo consideradas por algunos investigadores la forma de

vida més importante presente en el suelo antértico (Vishniac, 1986).

1.2 Levaduras aisladas desde ambientes frios.

Se han logrado aislar diversas levaduras psicréfilas desde Japon, Alpes Italianos,
montafias del Himalaya y deshielos de glaciares en la Patagonia, las que pertenecen
principalmente a los géneros Cryptococcus, Mrakia, Cystofilobasidium, Aureobasidium,
Naganishia,  Rhodotorula, = Rhodosporidium, Leucosporidiella, Dioszegia,
Sporobolomyces, Udeniomyces y Candida (Nakagawa y cols., 2004)(de Garcia y cols.,
2007)(Shivaji y cols., 2008). Sin embargo, en trabajos anteriores se ha aislado un
importante mimero de levaduras no antes descritas, indicando que atin queda mucho por

descubrir.

1.3 Levaduras aisladas desde el territorio Antirtico.

En la década del 60 se aislaron levaduras desde el territorio Antértico que fueron
identificadas como miembros de los géneros Cryptococcus y Rhodotorula (Di Menna,
1960). En trabajos recientes, nuevas especies de Mrakia psychrophila y basidiomicetes
atin no identificados han sido aislados desde suelo Antartico (Xin y Zhou, 2007)(Connell
y cols., 2008). En los pocos estudios realizados en este territorio, la mitad de las

levaduras aisladas corresponden a especies no descritas, graficando el limitado




conocimiento que poseemos de las levaduras psicréfilas cultivables presentes en estas

zonas polares.

1.3.1 Isla Rey Jorge, Antartica.

Las muestras analizadas en este trabajo fueron obtenidas desde la Isla Rey Jorge,
la cual es la isla mas grande del archipiélago Islas Shetland del Sur. Esta se encuentra en
el sector noroeste de la Peninsula Antértica, en la Antdrtica maritima. La Isla Rey Jorge
alberga distintos ecosistemas y hébitats, que van desde suelos y vegetacién originarias,
habitats influenciados por vertebrados como son las colonias de pingiiinos, focas y Jas
dreas de descanso de estas, hasta sitios donde existen distintos niveles de impacto
humano (Krishnan y cols., 2011). Como se ha mencionado anteriormente, la diversidad
microbiana presente en la Antirtica estd poco documentada, sin embargo 197 especies
de hongos han sido reportadas desde la Peninsula Antértica y 76 de éstas han sido

reportadas desde la Isla Rey Jorge (Krishnan y cols., 2011)(Bridge y Spooner, 2008).

Se han realizado estudios a través de los cuales se han analizado las variaciones
de temperatura del suelo en Ia Isla Signy (Davey y Pickup, 1992)(Bokhorst y cols.,
2007), Ia cual presenta un clima maritimo y predominantemente nublado, similar al
clima que presenta el archipiélago Islas Shetland del Sur. Estos estudios indican que la
temperatura minima del suelo en invierno esta cominmente amortiguada por la nieve

que lo cubre y se mantiene entre los -5 y -9 °C. Del mismo modo, es comiin que la
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temperatura maxima del suclo a corto plazo se mantenga entre 14 — 26 °C (Krishnan y

cols., 2011).

1.4 Aislamiento y caracterizacién de levaduras psicrofilas desde muestras
ambientales.

El aislamiento de levaduras ambientales cultivables se realiza principalmente
mediante el método de dilucién en placas, en conjunto con el uso de medios de cultivo

selectivos (Davet, 1997).

La caracterizacién ¢ identificacion de microorganismos ha sido ampliamente
estudiada por diversos investigadores (Di Menna, 1960)(Shivaji y cols., 1989) (Rashidah
y cols.,, 2007), utilizindose principalmente dos metodologias, Ja caracterizacién e
identificacién bioquimica y/o la caracterizacion e identificacién molecular. La presente

memoria de titulo se centra en la primera metodologia.

1.5 Identificacién y caracterizacién basada en morfologia y fisiologfa.

Dentro de las herramientas de identificacién y caracterizacién, se distinguen

principalmente los siguientes métodos:

1.5.1 Medios de cultivo selectivo: Se utilizan diversos medios para favorecer o inhibir
el crecimiento de una levadura en particular. Por ¢jemplo al suplementar con

cicloheximida ¢l medio de cultivo se favorece el crecimiento de algunas especies de

Candida que son resistentes a este compuesto. Por otra parte, mediante el uso de




diferentes fuentes de carbono se favorece el crecimiento de distintas levaduras,

baséndose en la capacidad de asimilar distintos azicares.

1.5.2 Temperatura de crecimiento: La temperatura éptima de crecimiento es variable
entre levaduras y se ha utilizado como criterio para caracterizar diferentes especies ya
que usualmente estas poseen tasas de crecimiento Optimas cercanas a 25 °C,
exceptuando algunas como Leucosporidium antarcticum que sélo crecen a temperaturas

bajo los 25 °C (Barnett y cols., 2000).

1.5.3 Anélisis microscépico del crecimiento de filamentos: Estas caracteristicas
permiten diferenciar entre distintas especies de levaduras, algunas de estas son capaces
de producir filamentos, por ejemplo Candida albicans, que forma tanto seudo hifas e
hifas verdaderas, mientras que Saccharomyces cerevisiae puede formar seudo hifas y

otras como Cryptococcus albidus no producen filamentos (Barnett y cols., 2000).

1.5.4 Habilidad para utilizar diferentes compuestos como una unica fuente de
carbono en crecimiento aerébico: Es posible distinguir entre las distintas especies de
levaduras por sus habilidades para utilizar diferentes fuentes de carbono, los que
incluyen aziicares y 4cidos orgdnicos entre otros. Ensayos denominados “tests de
asimilacién”, son usados para evaluar la habilidad que posee cada levadura para crecer

en condiciones aerébicas en medios que contienen sélo una fuente de carbono. Estos se

pueden llevar a cabo de diferentes maneras: (i) en medio liquido, (ii) auxanogramas, (iii)




plaqueo en replicado y (iv) mediante kits comerciales (galerias API, Candifast, Albicans

ID, etc.).

1.6 Enzimas activas a bajas temperaturas.

La presién selectiva més importante que ejercen las bajas temperaturas afecta a
las distintas reacciones quimicas, de las cuales la mayorfa decac de manera exponencial
acorde a la disminucién de temperatura. A pesar de esto, los psicréfilos producen
enzimas activas a bajas temperaturas que poseen actividades altamente especificas
(figura 1), incluso mostrando un orden de magnitud mayor en comparacién con las
actividades observadas en sus contrapartes meséfilas (D'Amico, 2003)(Georlette y cols.,
2004)Russell, 2000). La posible explicacion a esta capacidad se sustenta en la hipétesis
de la relacién que existe entre actividad-estabilidad-flexibilidad, la cual sugiere que las
enzimas psicréfilas aumentan la flexibilidad de su estructura para compensar el efecto de
congelamiento que producen las bajas temperaturas de los ambientes frios (Johns y

Somero, 2004).
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Figura 1: Actividad enzimitica dependiente de temperatura. Enzimas psicrofilas
(curva azul) son hasta diez veces mas activas a temperaturas bajas y moderadas (hasta
20 °C'y 30 °C) en comparacién con sus homologos meséfilos (curva roja). Esta actividad
elevada compensa la inhibicion inducida por el frio a las velocidades de reaccion
(adaptado desde Feller y Gerday, 2003).

1.7 Levaduras Antirticas y su potencial uso biotecnolégico.

La necesidad de los organismos psicrofilos de adaptar todos sus componentes
celulares al frio, implica que podemos encontrar en ellos productos con potencial
aplicacion a procesos biotecnologicos. Estos productos pueden ser utilizados en un
amplio rango de procesos industriales, agricolas y médicos, sin embargo, estos han sido
poco utilizados. Avances recientes, particularmente con enzimas activas a bajas
temperaturas prevén un rapido crecimiento en esta 4rea de investigacion, puesto que
estos microorganismos producen enzimas que pueden funcionar en ambientes frios, las
cuales tienen una estructura més flexible que les permiten realizar cambios
conformacionales necesarios para la catalisis con una baja demanda de energia (Arpigny
y Lamotte, 1997). Ademds estas enzimas presentan alta actividad catalitica a bajas

temperaturas, baja termoestabilidad y especificidades inusuales (Russell, 2000).
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La alta actividad que presentan las enzimas psicréfilas a bajas y moderadas
temperaturas ofrece potenciales beneficios econdmicos, como el ahorro de energia en
procesos a gran escala al no requerir incrementar la temperatura de los reactores. En la
Tabla 1, se muestran las enzimas cominmente utilizadas a nivel industrial y sus
caracteristicas. Incluso éstas enzimas podrian ser usadas a nivel doméstico, por ejemplo,
lavar ropas a bajas temperaturas protege los colores originales de fabrica de estas, por lo
que las enzimas que’contienen los detergentes podrian ser reemplazadas por enzimas
psicrofilas. Se ha propuesto la utilizacién de microorganismos psicrofilos para la
biorremediacion de suelos contaminados y para limpiar desechos de las aguas en paises

templados durante el invierno, cuando la capacidad de degradacién de la microflora

endbgena se encuentra drésticamente disminuida por efecto de las bajas temperaturas,

En trabajos previos se han descrito enzimas extracelulares de interés industrial
que son producidas por levaduras obtenidas desde el territorio antirtico, como son
lipasas (Shivaji y Prasad, 2009)(Turkiewicz y cols., 2003), proteasas (Vishniac,
1985)(Turkiewicz y cols., 2003)(Ray y cols., 1992), amilasas (De Mot y Verachtert,
1987) y celulasas (Krishnan y cols., 2011). Sin embargo, 1a mayoria de los metabolitos
han sido aislados desde bacterias (Morita y cols., 1997)(Cavicchioli, 2002). El estudio
de enzimas extracelulares producidas por hongos provenientes de suelo antirtico
capaces de hidrolizar compuestos es atin escaso, y practicamente ninguno de estos

estudios se ha Ilevado a cabo en la Antdrtica maritima (Krishnan y cols., 2011).
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Tabla 1: Enzimas utilizadas a nivel industrial®.

Enzimas utilizadas en procesos industriales

Industria Enzimas  Aplicacién
Detergentes Proteasa ~ Remocién de manchas causadas por proteinas
Lipasa Remocion de manchas causadas por lipidos
Celulasa  Limpieza, clarificacion del color, anti-redeposicion (algodén)
Amilasa  Remocidn de manchas causadas por almidén
Alm:dén.y Amilasa  Licuefaccion de almidén y sacarificacion
combustible
Proteasa Proteasa (nutricién de levaduras — combustible)
Alimento (incluido Coagulacion de Ia leche, formulas para lactantes (bajo en
Proteasa . .
productos licteos) alergénicos}, sabor
Lipasa Sabor del queso
Hornear Amilasa  Suavidad y volumen del pan, ajuste de la harina
Lipasa Estabilidad de la masa y acondicionamiento
Proteasa  Gailetas
Bebidas Amilasa  Tratamiento de jugos, cerveza baja en calorias
Textil Celulasa  Ablandamiento del algodén
Amilasa  Cilculo del tamafio
Pulpa v papel Lipasa Control de intensidad, control de contaminantes
Proteasa  Remocidn del biofilm
Amilasa  Capa de almidon, destintado, mejora de drenaje
Celulasa  Destintado, mejora de drenaje, modificacion de la fibra
Grasas y aceites Lipasa Transesterificacion
Sintesis orgdnica Lipasa Resolucién de alcoholes quirales y amidas

*Kirk v cols. (2002).
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2. HIPOTESIS




“Existen zonas en la Antirtica que no estdn intervenidas por el hombre,
posiblemente habitadas por microorganismos que atin no conocemos. Desde muestras de

esta regién antdrtica se espera encontrar especies de levaduras psicrofilas ain no

descritas, que podrén ser de gran interés biotecnologico”




3. OBJETIVOS




3.1 Objetivo general
Aislar levaduras desde el territorio Antartico chileno, y caracterizarlas a nivel

fisiologico y de actividades enzimiticas extracelulares.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Aislar levaduras desde muestras de suelo y agua recolectadas en el
territorio Antértico.

3.2.2 Analizar y agrupar las levaduras obtenidas de acuerdo con sus
caracteristicas morfologicas y determinar sus temperaturas de crecimiento.

3.2.3 Determinar la capacidad de las levaduras para asimilar diferentes fuentes de
carbono.

3.24 Determinar las actividades enzimdticas extracelulares presentes en las
levaduras.




4. MATERIALES Y METODOS
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4.1 Materiales

4.1.1 Muestras
Las muestras fueron recolectadas por Salvador Barahona desde la Isla
Rey Jorge (62° 237 0" S; 58° 67° 0"" O) del territorio Antirtico chileno,

en el mes de Enero durante la época de verano (figura 2).

4.1.1.1 Muestras de Tierra

Se utilizaron para el estudio 33 muestras de tierra (tabla 2) las cuales fueron
almacenadas en tubos tipo Falcon de 50 mL. Las muestras provienen de las zonas: Cerro
Picos Gemelos, Playa Elefante, Playa Lobos Marinos, Peninsula de Barton, Punta

Safield, Base China, Ardley, Bahia Almirantazgo, Lions Rump y Bahia Potter.

4.1.1.2 Muestras de Agua
Se utilizaron para el estudioc 16 muestras de agua (500 mL) (tabla 2). Estas fueron
obtenidas desde agua dulce y salada, provenientes de las zonas: Bahia Almirantazgo,

Lions Rump, Bahia Potter, interior Bahia Fildes y Base Artigas, Collins.

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio (Santiago, Chile) manteniendo una cadena

de frio. Una vez obtenidas las muestras, estas fueron procesadas inmediatamente.
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Tabla 2: Procedencia y caracteristicas de las muestras.

muestreo. Isla Rey Jorge, Antartica chilena

Muestra* | Tipo de Muestra Area T° (°C) Altura (m)
Tl Muestra de tierra | Cerro Picos Gemelos Isla Rey Jorge 1,3 34
T5 Muestra de tierra Isla Rey Jorge 1.7 12
T8 Muestra de tierra Isla Rey Jorge 0,2 32
T9 Muestra de tierra Isla Rey Jorge 2 29

T11 Muestra de tierra Peninsula de Barton Isla Rey Jorge 11,6 0
T13 Muestra de tierra Peninsula de Barton Isla Rey Jorge 11 64
T15 Muestra de tierra Peninsula de Barton Isla Rey Jorge 4.4 74
T16 Muestra de tierra Peninsula de Barton Isla Rey Jorge 3,8 101
T17 Muestra de tierra Peninsula de Barton Isla Rey Jorge 3.9 43
T18 Muestra de tierra Punta Safield Isla Rey Jorge 5.6 22
TI9 Muestra de tierra Punta Safield Isla Rey Jorge 5 27
T21 Muestra de tierra Punta Safield Isla Rey Jorge 0,8 84
T26 Muestra de tierra Arley 3,6 30
T27 Muestra de tierra Bahia Almirantazgo 10,2 19
T29 Muestra de tierra Lions Rump 3,08 20
T30 Muestra de tierra Lions Rump 1,4 39
T31 Muestra de tierra Lions Rump 1,1 80
T32 Muestra de tierra Bahia Potter 9,2 0
T33 Muestra de tierra Bahia Potter 7.4 0
T34 Muestra de tierra Bahia Potter 5.8 0
HI Muestra de agua Bahia Almirantazgo 9.5 19
H5 Muestra de agua Lions Rump 0,9 41
H14 Muestra de agua interior Bahia Fildes - 0

*Solo se describen las muestras desde las cuales se obtuvieron aislados de levaduras: -, dato no registrado.
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4.1.2 Reactivos Quimicos
Los componentes de los medios de cultivo fueron adquiridos en Merck y Difco
Laboratorios. Los componentes para los analisis enziméticos fueron adquiridos en Sigma

Laboratorios. El antibiético cloranfenicol fue adquirido en US Biological Laboratorios.

4.1.3 Medios de cultivo

Las muestras fueron crecidas en medio YM (0,3% de Extracto de levadura, 0,3%
de Extracto de malta, 0,5% de Peptona), suplementado con 2% glucosa. Cuando fue
necesario se adiciond cloranfenicol a una concentracién final de 100 ug/mL. Para

medios semisélidos se adicioné agar al 1,5 % p/v.

4.2 Métodos

4.2.1 Aislamiento de levaduras desde muestras de tierra

Se agregd 1 g de tierra a un tubo Falcén que contenia 5 mL de agua destilada
estéril. Los tubos fueron agitados en vortex por 5 min, dejandose Inego en reposo por 5
min a temperatura ambiente. Alicuotas de 200 pL de la suspension fueron sembradas en
placas de agar YM-cloranfenicol. Las placas fueron incubadas en triplicado a 4, 10, 15 y
22 °C y fueron inspeccionadas a diario para visualizar el desarrollo de levaduras. En la
medida que se desarrollaban colonias, éstas fueron inmediatamente subcultivadas en

placas de agar YM.
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4.2.2 Aislamiento desde muestras de agua

Volimenes de 500 mL de agua fueron filtrados y mantenidos en filtros de
celulosa con medio de cultivo incorporado, utilizando el sistema de filtracion de aguas
Monitor 55-Plus™, Millipore (Figura 3). Estos fueron crecidos a 4 y 10 °C, siendo
inspeccionados a diario para visualizar el desarrollo de levaduras. Cuando una colonia

aparecio, esta inmediatamente fue subcultivada en placas de agar YM.

Paso | Paso 2 Paso 3

Figura 3: Procesamiento de una muestra con el Monitor 55-Plus
(www.millipore.com).

4.2.3 Caracterizacion macromorfolégica

La caracterizacion macromorfolégica fue realizada segun lo descrito en Barnett y
colaboradores (Barnett y cols., 2000). Se analizaron las colonias de levaduras obtenidas,
observandose: color, textura, forma, borde y elevacién. En base a sus caracteristicas
similares se realiz6 un agrupamiento evaluando la diversidad morfologica presente en el

territorio Antartico chileno.
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4.2.4 Preservacién de Ievaduras
Las levaduras fueron preservadas mediante 2 métodos: gotas de gelatina
deshidratadas (Baeza y cols., 2009)(Marangon y cols., 2003), y criopreservacién en 20%

glicerol a -80 °C.

4.2.5 Asimilacién de distintas fuentes de carbono

La asimilacion de distintas fuentes de carbono se determiné mediante la
utilizacién de la Galeria API ID 32C (bioMérieux, Lion, Francia). Este sistema consiste
en una galerfa compuesta de 32 cipulas, de las cuales 29 contienen un substrato
carbonado en forma deshidratada para ensayos de asimilacién (carbohidratos, 4cidos
orgénicos y aminodcidos), un test de susceptibilidad (cicloheximida), un test
colorimétrico (esculina) y un control negativo (sin substrato). Los procedimientos

metodol6gicos fueron adaptados desde el manual del fabricante.

Se tomaron colonias de cada aislado de levadura suspendidas en 400 uL de agua
destilada estéril a una turbidez igual al patrén 2 de la escala “McFarland”. Se tomaron
250 pL de la suspensién y fueron transferidos a una ampolla de “API C Medium”
(provista por el fabricante). Luego de homogenizar, 135 uL de la solucién fueron
utilizados para inocular cada cipula de la galeria. Se tap6 la galerfa y se incubé a la
temperatura adecuada (temperatura dptima de crecimiento de cada levadura). La lectura

de las galerias fue realizada de manera visual. Al comparar con el control negativo (0),

el crecimiento fue determinado como positivo (+) o negativo (-) dependiendo de la




presencia o ausencia de turbidez, respectivamente. La interpretacién fue realizada
utilizando el programa informético de identificacién apiweb™, el cual transforma los
signos (+) y (-) en un c6digo numérico lamado “biontimero™. Este bionimero permitié
una identificacién preliminar de las levaduras y la comparacién de su perfil de

asimilacion de fuentes de carbono.

4.2.6 Ensayos de actividades enzimaticas extracelulares

Los ensayos de anélisis enzimaticos fueron adaptados a partir de lo descrito en
Buzzini y Martini (Buzzini y Martini, 2002), que consiste en sembrar colonias de
levaduras sobre placas de agar. La presencia de actividad enzimitica se determina
mediante la visualizacién de un halo alrededor de la colonia. Para evaluar Ias actividades
enzimaticas de las diferentes levaduras, éstas fueron sembradas sobre medios especificos
y las placas se incubaron hasta el desarrollo de colonias. Dichos medios se detallan a

contimacion:

4.2.6.1 Actividad amilasa
Composiciéon del medio: 1% de glucosa; 0,3% extracto de levadura; 0,3%
extracto de malta; 0,5% peptona; 2% almidén y 1,5% agar, pH 6,0 (Ankin y
Anagnostakis, 1975). Una vez desarrolladas las colonias de levaduras se agreg6 a las
placas 1 mL de solucién de yoduro 0,5 M (Yarrow, 1998). Una halo de color amarillo
palido alrededor de la colonia, en contraste con el medio de color azul, es indicativo de

presencia de actividad amilasa.
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4.2.6.2 Actividad celulasa

Composicién del medio: 1% glucosa; 0,3% extracto de levadura; 0,3% extracto
de malta; 0,5% peptona; 0,2% carboximetilcelulosa y 1,5% agar (Strauss y cols., 2001).
Después de observar crecimiento celular, la presencia de celulasas extracelulares fue
detectada mediante el método de rojo Congo. Una vez desarrolladas las colonias se
adiciona 1 mL de rojo Conge (1 mg/mL) por 15 min, luego de este periodo la solucién
de rojo Congo es eliminada de la placa de Petri y se adiciona 1 mL de NaCl 1 M por 15
min. La formacién de un halo claro alrededor de la colonia indica la presencia de
actividad celulasa. Para mantener estable la zona de hidrélisis por al menos dos semanas,
se adiciona 1 mL de HCl 1 M con lo cual la zona de hidrélisis cambia a color azul e

inhibe futura actividad enzimatica (Teather, 1982).

4.2.6.3 Actividad esterasa
Composicién del medio: 1% peptona; 0,5% NaCl; 0,4% CaClL,*2H,0; 1% tween
80 y 1,5% agar, pH 6,8 (Slifkin, 2000). La presencia de actividad esterasa fue

determinada por la presencia de un halo visible (halo opaco) alrededor de la colonia.

4.2.6.4 Actividad lipasa
Composicién del medio: 1% glucosa; 0,3% extracto de levadura; 0,3% extracto
de malta; 0,5% peptona; 1% tributirina y 1,5% agar, pH 6,0 (Atlas, 1993). La presencia

de actividad lipasa fue observada mediante la aparicién de un halo claro alrededor de la

colonia, en contraste con el medio opaco.




4.2.6.5 Actividad proteasa
Composicién del medio: 1% glucosa; 0,3% extracto de levadura; 0,3% extracto

de malta; 0,5% peptona; 2% caseina y 1,5% agar, pH 6,5 (Strauss y cols., 2001). Una

zona clara alrededor de la colonia indicé la presencia de actividad proteasa.
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5.1 Aislamiento de levaduras desde el territorio antdrtico chileno

En la presente memoria se propuso aislar la mayor cantidad de levaduras a partir
de muestras obtenidas desde la Isla Rey Jorge. Se utiliz medio completo YM
suplementado con glucosa, y ademés se adiciondé cloranfenicol, para inhibir el
crecimiento bacteriano. Las incubaciones se realizaron a cuatro temperaturas diferentes
(4,10, 15y 22 °C) y las placas se inspeccionaron diariamente para detectar la aparicion
de colonias. El tiempo de desarrollo de colonias a 4, 10, 15 y 22 °C fue de alrededor de
10, 6, 4 y 3 dias, respectivamente. Un cuanto aparecia una colonia, ésta fue subcultivada
en medios de cultivo frescos sin antibidtico (figura 4). Se obtuvo un total de 236
aislados, de los cuales 120 fueron levaduras. Del total de levaduras obtenidas el 79 %
fueron obtenidas desde muestras de tierra y sélo el 21 % fueron obtenidas desde

muestras de agua.

Figura 4: Levaduras aisladas desde el Territorio Antartico chileno. Levaduras
aisladas desde muestras de tierra: A, B, C y D, incubadas a 22°C. E, incubada a 15°C. F
y H, incubadas a 10°C. J, K y L, incubadas a 4°C. Levaduras aisladas desde muestras de
agua: G, incubada a 10°C. I, incubada a 4°C.

37




5.2 Caracterizacién macromorfolégica de los aislados

Los 120 aislados fueron agrupados segin sus caracteristicas macromorfol6gicas:
color, textura, forma, borde y elevacion. De estos 120 aislados, se seleccionaron 38
aislados representativos de acuerdo con sus caracteristicas macromorfologicas. Se
observaron 3 grandes grupos en base al color de los aislados seleccionados: rojo, naranjo
y blanco. Estos grupos fueron separados sucesivamente de acuerdo a las demds
caracteristicas macromorfoldgicas observadas, definiendo finalmente 22 grupos (tabla

3); sin embargo 17 de estos “grupos” estdn conformados sélo por un aislado.
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Tabla 3. Agrupamiento de los aislados seglin sus caracteristicas
macromorfoldégicas.

Grupo | Aislados* Caracteristicas colonia:
color; textnra; forma; borde; elevacién

1 T8 1 22C rojo; mucosa, circular, liso, convexa

2 T13 2 22C 10j0, mucosa, circular, liso, pluvinate

3 T27 7 4C rojo, cremosa, circular, liso, convexa

4 T1_3_22C, T16_1_22C, T21_1_22C, T21_6_10C, | naranjo, mucosa, circular, liso, convexa

T27_2_10C, T27_5_22C, T29_1 22C, T31 2 i0C,
T32 2 22C, T34 2 10C

5 T31 5 4C naranjo, mucosa, irregular, liso, convexa

6 T1 6 10C naranjo, cremosa, ovalada, liso, convexa

7 T11 1 15C,TI8 1 22C, T19 1 22C,T9 15C naranjo, cremosa, circular, liso, convexa

8 T29 4 4C naranjo, cremosa, circular, liso, umbonate

9 T17 2 22C naranjo, cremosa, circular, filamentoso,
convexa

10 Ti1 2 10C naranjo, dura, circular, filamentoso, elevada

11 T27 6 4C naranjo, dura, circular, filamentoso, convexa

12 T26 2 4C, T30 2 4C,T33 1 22C blanco, mucosa, circular, liso, convexa

13 T17 1 10C, T18 1 10C blanco, mucosa, circular, liso, pluvinate

14 H5 1 106C blanco, mucosa, circular, liso, elevada

15 T5 3 4C blanco, mucosa, circular, filamentoso,
convexa

16 T9_3 4C blanco, mucosa, circular, filamentoso,
pluvinate

17 T15 22C blanco, mucosa, irregular, liso, convexa

18 T19 1_4C blanco, mucosa, irregular, filamentoso,
convexa

19 FI13 7 10C blanco, cremosa, circular, liso, convexa

20 Hi4 1 4C, TI11 1 10C blanco, cremosa, circular, liso, pluvinate

21 HI 10C blanco, cremosa, circular, liso, umbonate

22 HI 1 10C blanco, cremosa, circular, liso, elevada

*Descripci6n del nombre de cada aislado, por ejemplo: T8_1_22C. T8, indica desde que
muestra fue obtenido; 1, indica el ntimero del aislado; 22C, indica la temperatura desde
la cual fue obtenido.
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5.3 Determinacién de la temperatura 6ptima de crecimiento

Se determiné la temperatura 6ptima de crecimiento a todas las levaduras de la
Tabla 3 (38), con el fin de caracterizar y lograr estandarizar la temperatura en la cual
realizarian los ensayos bioquimicos y de actividad enzimatica extracelular. Para esto las
levaduras se crecieron en placas que se incubaron a 4, 10, 15 y 22 °C, por 10, 6,4y 3

dias respectivamente.

En los resultados se observan diferencias en el crecimiento de las levaduras
segin las temperaturas de incubacién (tabla 4). De acuerdo a estos se clasificaron en 5
grupos, basindose en la presencia o ausencia de crecimiento a cada temperatura
ensayada. Los grupos obtenidos y el porcentaje de levaduras que lo componen fueron los

siguientes:

1. Levaduras que presentaron crecimiento a las cuatro temperaturas

ensayadas (4, 10, 15 y 22 °C): 79 %.

2. Levaduras que presentaron crecimiento sélo a 4 °C: 11 %.

3. Levaduras que presentaron crecimiento sélo a4, 10y 15 °C: 5 %.

4. Levaduras que presentaron crecimiento sélo a 10, 15 y 22 °C: 2,5 %.
5. Levaduras que presentaron crecimiento sélo a 22 °C: 2,5 %.

La mayorfa de los aislados fueron capaces de crecer a las cuatro temperaturas
ensayadas, presentando un mayor crecimiento a 22 °C. Por otro lado, se encontré una

levadura (T27_6_4C) que present6 crecimiento s6lo a 22 °C siendo incapaz de crecer a
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las otras temperaturas ensayadas, lo cual resulta extrafio teniendo en cuenta las
condiciones climaticas presentes en las zonas desde donde fueron obtenidas las

muestras.

Por el contrario, se lograron aislar levaduras que presentan crecimiento a bajas
temperaturas, encontrandose levaduras que sélo crecen a 4 °C, las cuales son de gran
importancia biotecnolégica debido a las adaptaciones que éstas poseen para poder crecer

a bajas temperaturas.
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Tabla 4: Crecimiento de los aislados a distintas temperaturas.

Aislados Temperaturas
15°C 10°C

¥
N
Q)

HI1_1_I0C
HI_10C
H5 1 10C
H14 1 4C
T1 3 22C
T1_6_10C
T5_3_4C
T8 1 22C
T9_15C
T9 3 4C
T11_1_10C
T11_1_15C
T11_2_10C
TI3_2 22C
T13 7_10C
T15 22C
T16_1_22C
T17_1_10C
T17_2_22C
T18 1 10C
T18 1 22C
T19_1_22C
T19_1_4C
T21 1 22C
T21_6_10C
T26 2 AC
T27 2 10C
T27 5_22C
T27_6_4C
T27 7 4C
T29 1 22C
T29 4 4C
T30 2 _4C
T31 2 10C
T31_5_4C
T32 2 22C
T33_1_22C
T34 2_10C

(-) representa la ausencia de crecimiento; (+) a (+++) menor a mayor crecimiento. *, se observé
crecimiento luego de 14 dias de incubacién,
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5.4 Caracterizacion bioquimica e identificacién tentativa de levaduras,

Se seleccionaron 28 aislados de acuerdo con sus caracteristicas
macromorfolégicas, temperatura de crecimiento y zona de aislamiento, para la
caracterizacion bioquimica. Las fuentes de carbono ensayadas en la galeria API fueron
29: D-galactosa (GAL), D-sacarosa (SAC), N-acetil-glucosamina (NAG), acido l4ctico
(LAT), L-arabinosa (ARA), D-celobiosa (CEL), D-rafinosa (RAF), D-maltosa (MAL),
D-trehalosa (TRE), 2-cetogluconato potésico (2KG), metil-ad-glucopiranosida (MDG),
D-manito] (MAN), D-lactosa (LAC), Inositol (INO), D-sorbitol (SOR), D-xilosa (XYL),
D-ribosa (RIB), glicerol (GLY), L-rhamnosa (RHA), palatinosa (PLE), eritritol (ERY),
D-melibiosa (MEL), glucuronato sédico (GRT), D-melecitosa (MLZ), gluconato
potasico (GNT), 4cido levulinico (LVT), D-glucosa (GLU), L-sorbosa (SBE) y
glucosamina (GLN). Ademis se realizaron otros 3 ensayos: i) prueba de susceptibilidad,
cicloheximida (ACT); ii) prueba colorimétrica, esculina (ESC); y iii) un control

negativo, sin substrato (0).

Las galerias fueron incubadas a distintas temperaturas y la lectura de éstas se
realizé en dos tiempos diferentes, dependiendo de la temperatura 6ptima de crecimiento
previamente establecida. Se determiné la capacidad de asimilar las distintas fuentes de
carbono en base a la presencia (+) o ausencia de crecimiento (-), observada segiin la
turbidez en las cipulas. De las 28 levaduras ensayadas, los aislados T15 22C y
T17_1_10C presentaron un crecimiento particular, en el cual no era posible observar

turbidez homogénea en la cupula, sino que presentaron crecimiento en forma de
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aglomeraciones, asemejdndose a pequefias esferas en suspensién. Para estos aislados la
presencia o ausencia de crecimiento fue determinada segiin la presencia (p) o ausencia (-

) de aglomeraciones en las ctipulas, respectivamente (tabla 7).

En la determinacién de la utilizacién de las fuentes de carbono (figura 5), se
observa que las fuentes de carbono mds utilizadas por las levaduras fueron: D-glucosa
(100 %), D-xilosa (93 %), D-sorbitol (89 %), D-sacarosa (89 %), D-manitol (82 %),
glicerol (79 %), D-trehalosa (75 %) y D-rafinosa (71 %). Por otro lado, las fuentes de
carbono menos utilizadas fueron: D-lactosa (11 %), eritritol (14 %), inositol (29 %),
acido levulinico (29 %), 4cido lactico (32 %), metil-ad-glucopiranosida (32 %), L-

thamnosa (36 %), D-melibiosa (36 %), L-sorbosa (36 %) y glucosamina (39 %).

Solo algunas levaduras presentaron mayor crecimiento (+++) en ciertas fuentes
de carbono. Estas fueron las levaduras HI_1_10C, H1_10C y H5 1_10C que crecieron
en metil-ad-glucopiranosida, glicerol y eritritol, Las levaduras H14 1_4Cy T13_7 10C
presentaron un mayor crecimiento en D-sorbitol. Finalmente, las levaduras T11 1 15C
y T30_2_4C crecieron mejor en D-glucosa. Sélo una levadura crecié en una finica fuente

de carbono, esta es la levadura T9_3_4C que creci6 sélo en D-glucosa.
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Figura 5: Evaluacién de la utilizacion de las distintas fuentes de carbono.

Se determino la utilizacién de cada fuente de carbono. En total, se realizaron 28 ensayos
evaluando el numero de veces que fue asimilada cada fuente de carbono. Los datos
considerados fueron los obtenidos al mayor tiempo de incubacién de cada galeria (4 °C —
10 dias; 15 °C — 4 dias; 22 °C - 3 dias).
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Los datos obtenidos mediante la inspeccion visual de las galerfas API ID 32 C,
fueron analizados mediante el sofiware apiweb™ de bioMérieux. Se agregaron los
simbolos obtenidos + o — (presencia o ausencia de crecimiento) para cada fuente de
carbono segiin corresponda. El software opera transformando estos simbolos en un
biontimero caracteristico para cada levadura (figura 6), con el cual podemos determinar

tentativamente a qué especie pertenece la levadura estudiada.

Los resultados obtenidos muestran que algunas levaduras agrupadas dentro del
mismo grupo macromorfologico poseen el mismo bioniimero, por ejemplo: las levaduras
T1_3_22Cy T34_2_10C poseen el mismo biontimero, por lo tanto posiblemente sean la
misma levadura. Otras en cambio que pertenecen al mismo grupo morfoldgico,
presentan un biontimero diferente, como es el caso de los aislados Ti1 1 15C y
T18_1 22C; T26 2 4C, T30_2 4C y T33_1.22C; T17_1_10C y TI18 1 10C;
Hi4 _1_4Cy T11_1_10C, lo que indicaria que estas levaduras son diferentes entre si

pero poseen caracteristicas macromorfologicas similares.

Dentro de la identificacién tentativa realizada, algunas levaduras presentaron
perfiles inaceptables, imposibilitando asi su identificacion. La obtencién de un perfil
inaceptable no indica que el ensayo fue realizado incorrectamente o que el resultado no
es correcto, si no que, el perfil bioquimico (biomiimero) de la levadura analizada no
coincide con ningiin biontimero presente en la base de datos del programa apiweb™.
Entre las levaduras que si pudieron ser identificadas mediante esta metodologia, se

encontraron desde perfiles dudosos hasta perfiles que entregaron una excelente
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identificacién, estos dependen del porcentaje de similitud del biontimero obtenido con

los biontimeros presentes en la base de datos (apiweb™).

En base a esta metodologia se pudieron identificar 17 levaduras pertenecientes a
7 especies: Rhodotorula minuta, Sporobolomyces salmonicolor, Cryptococcus laurentii,
Zygosaccharomyces spp, Cryptococcus albidus, Candida pelliculosa v Candida

parapsilosis. En tanto, 11 levaduras no pudieron ser identificadas.
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Figura 6: Determinacién del bionimero en base a la asimilacion de distintas
fuentes de carbono.

A, perfil bioquimico (excelente identificacion) observado en la cepa T8 1 22C y el
respectivo calculo del biontimero (4503 3143 11).

B, perfil bioquimico (perfil inaceptable) observado en la cepa T27_6_4C y el respectivo
calculo del bionumero (1553 7621 03).

El célculo del biontimero se realiza sumando segiin corresponda los valores 1,2y4
correspondiente a cada digito del bioniimero. Si el simbolo es positivo el nimero es
sumado, y si el simbolo es negativo el niimero no es tomado en cuenta para el calculo de
cada digito del bionumero.
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Tabla S: Identificacién de levaduras mediante el software apiweb™ bioMérienx.

Cepas Bionamero Perfil Especie
T8 1 22¢C 4503 3143 11 Excelente identificacitn Rhodotorula minuta
Ti13_2 22C 47033147 11 Buena Identificacién Rhodotorula minuta
T27_7 4C 4503 3143 11 Excelente Identificacion Rhodotorula minuta
T1_3_22C 4021 1002 11 Muy Buena Identificacién  Sporobolomyces salmonicolor
T34 2 10C 4021100211  Muy Buena Identificacion  Sporobolomyces salmonicolor
T31_5_4C 4021100211  Muy Buena Identificacién  Sporebolomyces salmonicolor
T1_6 10C 4021 1002 11 Muy Buena Identificacion ~ Sporobolomyces salmonicolor
TI1_1_15C 55737443 11 Perfil Inaceptable -
TI8 1_22C 7577767375  Muy Buena Identificacién Cryptococcus laurentii
T29 4 4C 5553 7643 11 Perfil Inaceptable -
T17_2 22C 5552 7661 07 Perfil Inaceptable -
TIl 2 10C 57737763 35 Buena Identificacién Cryptococcus laurentii
T27_6_4C 1553 7621 03 Perfil Inaceptable -
T26 2 4C 5173 1063 57 Perfil Inaceptable -
T30 2 4C 0042 0000 01 Baja discriminacion Zygosaccharomyces spp
T33 1_22C 4163 3541 13 Perfil Inaceptable -
T17_1_10C 54722041 41 Buena identificacion Cryptococcus albidus
T18_1_10C 55727163 53 Perfil Inaceptable -
H5 1 10C 4264 3511 11 Muy Buena Identificacion Candida pelliculosa
T5_3_4C 5573 3363 57 Perfil Inaceptable -
T9 3 4C 0000 0000 01 Baja Discriminacién Zygosaccharomyces spp
T15_22C 5176 7463 41 Perfil inaceptable -
Ti9 1 4C 2573 3163 57 Perfil inaceptable -
T13_7 10C 4062 3503 17 Perfil Inaceptable -
Buena identificacidn en el
H14_1_4C 5167 3507 17 género Candida parapsilosis
T11_1_10C 5577774175 Perfil Dudoso Cryptococcus laurentii
Hi_10C 42643511 11  Muy Buena Identificacién Candida pelliculosa
HI1_1_10C 4264 351111  Muy Buena Identificacion Candida pelliculosa

La identificacién de las levaduras file realizada utilizando e] software apiweb'™ bioMérieux. Al obtener un
perfil inaceptable, no es posible identificar la levadura mediante esta metedologia.
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3.5 Actividades enzim4ticas extracelulares,

Se analizaron distintas actividades enzimaticas extracelulares de importancia
biotecnolégica, las que se realizaron a 25 levaduras que fueron seleccionadas segin
criterios explicados anteriormente. La presencia de actividad se determiné observando
un halo alrededor de la colonia, las que fueron sembradas en placas de agar semisélido.
Se encontraron 5 actividades enziméticas extracelulares presentes en levaduras, éstas
fueron amilasa, celulasa, esterasa, lipasa y proteasa (figura 7). Las actividades
enziméticas fueron ensayadas a diferentes temperaturas y a distintos periodos de tiempo
(tabla 6). Se encontraron levaduras que presentan desde sélo una actividad enzimadtica
extracelular, por ejemplo H14_1_4C hasta levaduras que presentan 4 actividades por
ejemplo H1_10C. Todas las levaduras presentaron al menos una actividad enzimatica,
pero ninguna presenté todas las actividades ensayadas. Segiin Ia temperatura de los
ensayos, se encontro mayor presencia de algunas actividades enziméticas, por ejemplo
las levaduras ensayas a 22°C presentaron mayoritariamente actividades lipasa, proteasa 'y
esterasa. A 15 °C presentaron principalmente actividades esterasa y amilasa. Finalmente

a4 °C, se encontré mayor presencia de actividades esterasa y celulasa.
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Figura 7: Actividades enzimdticas extracelulares presentes en levaduras aisladas
desde territorio antartico chileno.

Las actividades enzimaticas extracelulares fueron medidas en placas de agar,
encontrandose: Actividad amilasa: A positiva, B negativa; Actividad celulasa: C
positiva, D negativa; Actividad proteasa: E positiva, F negativa; Actividad lipasa: G
positiva, H negativa; Actividad esterasa: I positiva, J negativa. La presencia de un halo
alrededor de la colonia indica la presencia de actividad enzimatica extracelular.
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Tabla 6: Ensayos de actividades enzimaticas extracclulares en placas de agar.

Actividades enziméaticas

. T° medicién Periodo de
A . :
islados de actividad _incubacién (dias) Lipasa Proteasa Esterasa Amilasa Celulasa

H1_10C 22°C 3 o + . +
H5_1_10C 22°C 3 o + . +
H14 1 4C 22°C 3 + - - - -
T1 3 22C 22°C 3 + + R - -
TI 6_10C 22°C 3 + + . - -
T8 1 22C 22°C 3 - - + - ;
T11_1_10C 22°C 3 + + + + -
T11_2_10C 22°C 3 + - - ++ v
T13 2 22C 22°C 3 ++ . + ; -
T15 22C 22°C 3 + + ; o -
T17_1_10C 22°C 3 + + - ++ -
T17 2 22C 22°C 3 + + + - +t
T18 1 22C 22°C 3 F - + - ++
T27 6_4C 22°C 3 + + + - +
T27_7_4C 22°C 3 +H - + - -
T31 5 4C 22°C 3 + + - - -
T33 1 22C 22°C 3 + - + - -
T34 2_10C 22°C 3 + + - - -
T11_1 15C 15°C 4 - . - + -
T18_1_10C 15°C 4 . + + T
T30 2_4C 15°C 4 - ; + ; -
T29 4_4C 4°C 7 . - b + -
T29 4 4C 4°C 14 - - HH + -
T29 4 4C 4°C 21 - - - + -
T26_2 4C 4°C 7 - - - . e
T26_2_4C 4°C 14 - - - - -
T26_2 4C 4°C 21 - - . + e
T19 1 4C 4°C 7 - - + - F
T19 1 4C 4C 14 - - ++ - P
T19 1 4C 4C 21 - . e - Fu
T9 3 4C 4°C 7 - - + - -
T9 3 4C 4°C 14 - - T - -
T9 3 4C 4C 21 - - - - -

La determinacién de presencia de actividad enzimdtica extracelular se realizé de manera visual,
observandose la presencia de un halo alrededor de las colonias.(-) representa la ausencia de un halo; (t) a
(++++) menor a mayor distancia desde borde de 1 colonia hasta halo de actividad,
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6. DISCUSION




6.1 Aislamiento de levaduras desde el territorio antirtico chileno.

La metodologia utilizada en este trabajo para aislar levaduras desde muestras
ambientales tiene como objetive obtener la mayor cantidad de levaduras cultivables
posibles. Las ventajas que esta presenta es ser una forma facil, répida y segura para
encontrar levaduras cultivables que sean dominantes, pero limita la obtencién de una
apropiada valoracion de la diversidad presente en muestras de suelo (Varma, 2007). La
utilizacion de este método tiende a sobreestimar especies capaces de esporular en suelo,
mientras que aquellas especies que se encuentran en estado de micelio o que tienen un
crecimiento mas lento son en su mayoria no detectadas (Davet, 1997). Al utilizar un
medio de cultivo completo o rico para el aislamiento, los nutrientes no son un factor
limitante para el crecimiento de levaduras. Es por esto que las levaduras que presentan
un metabolismo més rdpido se vieron favorecidas al crecer mejor en exceso de nutrientes
por sobre' aquellas que tienen un metabolismo mas lento y que su crecimiento se ve
favorecido en escasez de nutrientes. Por consecuencia, utilizar este medio de cultivo
puede disminuir el mimero de especies distintas de levaduras que se podrian aislar desde
las muestras ambientales, obteniendo un mimero poco confiable de la diversidad de
levaduras presentes en esta regién (Bridge y Spooner 2003). El continuo aislamiento de
levaduras similares utilizando esta metodologia, indica que existen muchas otras que no
responden fécilmente a este método de aislamiento (Varma 2007). Existe muy poco
conocimiento acerca de las demandas medioambientales y nutricionales que presentan
las levaduras que habitan el suelo, lo que presenta un problema para obtener una

evaluacion clara de las comunidades de levaduras presentes en dichas muestras (Varma,




2007). Se propone en futuros analisis realizar el cultivo de las muestras ambientales
sobre medios minimos o diferenciales para favorecer por ejemplo, el aislamiento de
levaduras que presenten crecimiento lento. Algunas levaduras dependiendo de factores
ambientales pueden presentar diferentes formas de vida, por ejemplo hifas vegetativas,
esporas, estado de micelio, etc. Debido a esto, se propone analizar la composicién
orgénica del suelo, el pH y las condiciones ambientales del lugar desde donde provienen
las muestras, para determinar condiciones que favorezean el crecimiento de levaduras
que presenten diferentes formas de vida y obtener asi una mayor diversidad de especies.
La diversidad de levaduras puede ser bastante alta en suelos y cada poblacién o especie
puede ocupar un nicho especifico. Por lo tanto, no hay un sélo método apropiado para

asilarlas todas eficientemente (Varma, 2007).

6.2 Caracterizacién macromorfolégica de los aislados.

Realizar esta caracterizacién permite una clasificacién inicial y describir de
manera fécil y rapida las levaduras en base a sus caracteristicas macromorfoldgicas,
pudiendo estimar la diversidad de levaduras presentes en el territorio antértico chileno

en base su morfologia.

Se encontraron 3 grandes grupos de levaduras en base a la presencia o ausencia
de pigmentacién: rojo, naranjo y blanco. Los pigmentos pertenecen al grupo de
compuestos foto-protectores, es por esto que es esperable que un alto nimero de

levaduras obtenidas desde el territorio antértico presenten pigmentacién para protegerse
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de los altos niveles radiacion ultravioleta existente en esta regién. En consecuencia, el 68
% de las levaduras analizadas en esta memoria, obtenidas desde muestras de tierra
presentaron pigmentacién (roja o naranja). En estudios anteriores ha sido posible aislar
levaduras que presentan pigmentacién desde muestras de agua dulce en la Patagonia
argentina (Libkind y cols. 2004). En este trabajo no se obtuvieron levaduras
pigmentadas a partir de muestras de agua. Esto posiblemente se debe al bajo niimero de
aislados obtenidos (5) desde estas muestras, lo que no permite estimar correctamente la
diversidad presente en ellas. La gran diferencia en el ntimero de levaduras aisladas desde
muestras de suelo en comparacién con las aisladas desde muestras de agua, podria
deberse a que en los ecosistemas terrestres Antdrticos, la biodiversidad de levaduras
incrementa con la disponibilidad de energia y agua. Ademds, las levaduras que habitan
en agua se encuentran mas diluidas en comparacion con las levaduras que habitan en el
suelo, lo que dificultaria su aislamiento obteniendo asi un menor nimero de levaduras.
Incluso, en estudios anteriores se sugiere que las levaduras predominan en la Antértica

continental, comparado con hébitats maritimos y sub-Antérticos (Vishniac, 1996).

6.3 Temperaturas de crecimiento.

La mayoria de las levaduras fueron capaces de crecer en un amplio rango de
temperaturas (4 °C a 22 °C). Dado que las muestras fueron obtenidas en la época de
verano, estas regiones presentaron condiciones ambientales que permitieron encontrar
levaduras capaces de crecer a 22 °C, puesto que algunas de estas fueron aisladas desde

muestras en las que su temperatura variaba en un rango de 7,4 a 11,6 °C. En cambio,
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otras levaduras capaces de crecer a 22 °C fueron aisladas desde muestras en que su
temperatura variaba en un rango de 0,2 a 5,8 °C. Todas ellas corresponderian a levaduras
psicrofilas facultativas, ya que segin la literatura los microorganismos capaces de
resistir bajas temperaturas pero que presentan una temperatura éptima de crecimiento

por sobre los 20 °C, son {lamados psicréfilos facultativos o psicrotolerantes.

Segilin antecedentes previos de levaduras aisladas desde el territorio antdrtico,
¢stas fueron crecidas a temperaturas iguales o bajo los 15 °C (Di Menna, 1960)(Connell
y cols., 2008), otras en cambio, fueron incapaces de crecer a 25 °C (Connell y cols.,
2010). Debido a esto, es importante evaluar el crecimiento de levaduras a distintas
temperaturas para poder caracterizarlas de mejor manera contribuyendo al estudio de la
diversidad que presenta e] territorio antdrtico chileno. La mayorfa de las levaduras
aisladas (79 %) son capaces de crecer a 22 °C. Esto posiblemente se debe al clima
presente en la regién desde donde fueron tomadas las muestras, a la metodologia
utilizada para el aislamiento y el medio de cultivo donde fueron crecidas. Respecto al
clima que presenta esta region, la Isla Rey Jorge se encuentra hacia el norte de la regioén
Antértica maritima, experimentando un microclima que es fuertemente amortiguado por
el océano circundante, permitiendo que el rango de temperaturas se encuentre entre los 5
y 10 °C, siendo esperable el rango de temperaturas de las muestras obtenidas 02-11,6
°C) para los suelos del norte de la Antértica maritima durante el verano austral (Davey y
cols., 1992)(Arnold y cols., 2003). Esto posibilita encontrar un mayor porcentaje de
levaduras capaces de crecer a 22 °C en esta region. Ademds, se ha planteado que la

termotolerancia que presentan estos microorganismos a temperaturas sobre los 20 °C,
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puede ser atribuido a la capacidad de estas levaduras para sintetizar “heat shock
proteins” (hsp) y/o a la acumulacién de trehalosa (Deegenaars y Watson, 1997, 1998).
La metodologia de dilucién en placas sobreestima a microorganismos capaces de
esporular en suelo, dejando de lado especies que presentan un crecimiento lento. La
esporulacién puede ser favorecida por condiciones medioambientales adversas, como
falta de luz o disponibilidad de nutrientes. Las bajas temperaturas presentes en el
territorio antértico sumada la escasez de nutrientes, son factores que favorecen la
esporulacién como ciclo de vida en las levaduras en esta region. Es probable entonces
que organismos que crecen Optimamente a temperaturas meséfilas (20 — 30 °C) sean
capaces de resistir las bajas temperaturas presentes en el territorio antértico (psicréfilos
facultativos), manteniendo un ciclo de vida de esporulacién. Debido a la metodologia
utilizada, el aislamiento de este tipo de levaduras fue favorecido siendo éstas las mds
representativas. Por otro lado, las muestras ambientales fueron crecidas en medio
completo o rico, favoreciendo a levaduras capaces de crecer a temperaturas mds altas
(psicrofilos facultativos) ya que éstas poseen un metabolismo més rapido, desplazando a
otras levaduras que poseen un metabolismo maés lento, apto para sobrevivir en escasez

de nutrientes.

Ademds, se encontraron levaduras que solo fueron capaces de crecer a
temperaturas bajo 22 °C y otras sélo a 4 °C, las que en conjunto comprenden un 16 %.
La importancia de encontrar levaduras con estas caracteristicas radica en las

adaptaciones que presentan para sobrevivir y crecer a bajas temperaturas, siendo mas
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interesante afin si s6lo son capaces de crecer a un méximo de 4 °C, ya que podrian ser de

gran importancia biotecnolégica.

La levadura T27_6_4C creci6 solo a 22 °C, esto posiblemente se debe a que el
tiempo de incubacién a temperaturas bajo 22 °C no fue suficiente para que esta levadura
pudiera desarrollarse. Esto sugiere que las temperaturas 4, 10 y 15 °C son muy
restrictivas para ésta levadura, por lo que necesitaria un mayor tiempo para su

crecimiento.

6.4 Caracterizacién bioquimica e identificacidon tentativa de los aislados.

La caracterizacién bioquimica e identificacién tentativa fue realizada de acuerdo
a la capacidad de las levaduras para asimilar distintas fuentes de carbono. Los reportes
existentes solo informan la escasez de nutrientes que presenta la region Antartica en
general, la que posee algunos de los niveles mas bajos de fuentes de carbono en Ia tierra
(Barrett y cols., 2006)(Burkins y cols., 2000), pero existe poca informacién acerca de los
nutrientes existentes en la region llamada Antértica maritima. La investigacién de las
fuentes de carbono presentes en suelo y agua han sido principalmente estudiadas en
zonas de clima altamente extremo presente en la zona sur de la Antértica, como es South
Victoria Land, McMundo dry valleys y Taylor valley (Connell y cols., 2008)(Barrett y
cols., 2006)(Burkins y cols., 2000). Las muestras estudiadas en este trabajo fueron
obtenidas desde la zona norte de la Antértica, donde el clima es menos extremo en

comparacion con las regiones mencionadas anteriormente. Existe escasa informacién
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acerca de la composicion organica del suelo antirtico, menos ain de la zona norte de
éste. Es por esto que estudiar las fuentes de carbono en las cudles las levaduras son
capaces de crecer brinda una importante informacién acerca de la posible composicién

organica de la muestra.

Las levaduras aisladas desde muestras de agua presentan un mayor crecimiento
en los compuestos metil-ad-glucopiranosida, glicerol, eritritol y D-sorbitol, sugiriendo
que estas levaduras asimilan de mejor forma alcoholes o polialcoholes como fuente de
carbono. Esto es similar a lo observado con levaduras aisladas desde las zonas Lions
Rump y Bahia Almirantazgo. El glicerol estd presente en todos los aceites y grasas
animales y vegetales vinculados a los 4cidos grasos para formar una molécula de
triglicéridos. Se sugiere que el glicerol podria ser obtenido principalmente de los aceites
y grasas de la piel de los pingiiinos, focas y elefantes marinos presentes en esta regién
(Walton, 1984)(Tin y cols., 2009). De acuerdo con nuestros resultados (tabla 6), las
levaduras aisladas de estas zonas producen lipasas extracelulares, las que permitirian la
degradacion de lipidos para obtener glicerol. Por otro lado, en la familia de los
tetraalcoholes, s6lo el eritritol se encuentra presente en la naturaleza, en algas, hongos y
formando ésteres en los liquenes (Beyer, 1987). La flora presente en la Antartica se
caracteriza por la presencia de hongos, liquenes, musgos y algas, y en el mar que
circunda el Antértico existe una gran diversidad de algas marinas. En consecuencia, es
probable que las levaduras asimilen el eritritol al estar en contacto con este, por lo que se
observaria un mayor crecimiento sobre esta fuente de carbono. La levadura Hi4 1 4C,

aislada desde el interior de Bahia Fildes presenté un mayor crecimiento en D-sorbitol. El
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sorbitol se encuentra en cantidades apreciables en las algas rojas y segin estudios
anteriores se han encontrado distintas especies de algas rojas en el territorio Antértico
(Eggert, 2000). Es probable que esta zona presente algas rojas, las que proveerian a la
levadura sorbitol, explicando asi la preferencia de esta levadura por este compuesto

organico.

A diferencia de levaduras aisladas desde muestras de agua, en levaduras
obtenidas desde muestras de suelo, sélo los aislados T11_1 _I15C, T13 7 10C y
T30_2_4C (12,5 %) presentaron preferencia por alguna fuente de carbono (D-glucosa y

D-sorbitol).

Finalmente, los compuestos orgénicos D-glucosa, D-sorbitol y glicerol son
utilizados por un alto mimero de levaduras, a diferencia de metil-ad-glucopiranosida y

eritritol, que se encuentran entre los compuestos menos utilizados por las levaduras.

Al caracterizar cada levadura segiin su habilidad para asimilar distintas fuentes
de carbono se obtuvo un perfil bioquimico, el cual se transforma en un biontmero
caracteristico, logrando discemir de mejor manera si los distintos aislados pertenecen o
no a la misma especie. Se sugiere que las levaduras que presentan el mismo bionmfimero
(asimilan las mismas fuentes de carbono) pertenecen a la misma especie; y en otros
casos, cuando el bionimero es diferente (asimilan distintas fuentes de carbono), se
sugiere que son levaduras que pertenecen a especies distintas. Esta nueva clasificacién

ayudo a agrupar de mejor manera los aislados obtenidos, ya que en conjunto con la
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caracterizacion macromorfologica, se determin6 de mejor manera la diversidad presente

en las muestras analizadas.

La galeria Api ID 32C estd disefiada para identificar asilados clinicos de
levaduras, mediante la comparacién del biontimero obtenido con la base de datos del
programa apiweb ™ (Ramani y cols., 1998). Es por esto que el biontimero obtenido para
cada levadura no s6lo permiti6 comparar y agrupar las levaduras en base a este nuevo
pardmetro, sino que también permiti¢ realizar una identificacién a la que llamamos
“tentativa” debido a que el perfil obtenido no siempre indicé una “excelente
identificacién”, sino que también se encontraron perfiles con “baja discriminacién”, En
base a esto, las levaduras identificadas pertenecen a 5 géneros (tabla 5): Rhodotorula,
Sporobolomyces, Cryptococcus, Zygosaccharomyces y Candida. Este es un resultado
esperable ya que en estudios anteriores se han aislado mayoritariamente levaduras
pertenecientes a los géneros, Rhodotorula, Candida 'y Cryptococcus (Di Menna, 1960);
Sporobolomyces, Cryptococcus, Candida y Rhodotorula (Pavlova y cols., 2001). La
identificacién tentativa realizada en este trabajo fue comparada con la identificacion
molecular realizada a estos mismos aislados en nuestro laboratorio (Carrasco, 201 ). El
61 % de los aislados lograron ser identificados utilizando la galeria api ID 32C. De
éstos, en el 76 % de las levaduras la identificacién molecular se correlaciond a nivel de
género con la identificacién bioquimica. En el 65 % de los casos, ambas metodologias
coincidieron a nivel de especie. Esto muestra lo 1itil que es ésta metodologia para

realizar una identificacién preliminar de levaduras provenientes de muestras

ambientales, ya que es un método sencillo y de facil interpretacion.
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El 39 % de las levaduras analizadas utilizando esta metodologia no se lograron
identificar, presentando un “perfil inaceptable™, Esto se debe a que la base de datos del
programa apiweb™ sélo contiene los perfiles bioquimicos de 63 especies clinicas
diferentes, existiendo la posibilidad de que distintos biontimeros no coincidan con

ningtin otro biontimero de la base de datos del programa,

Por otro lado, un estudio anterior ha evaluado la eficacia de esta galeria en la
identificacion de aislados clinicos y no siempre ha sido posible identificar correctamente
las levaduras (Ramani y cols., 1998). Se propone realizar ofros ensayos, por ejemplo
analizar la habilidad de las levaduras para utilizar azficares anaerdbicamente
(fermentacién), asimilacién de fuentes de carbono no utilizadas en este trabajo y la
utilizacién de compuestos nitrogenados en crecimiento aerdbico, para asi lograr

identificar un mayor nimero de aislados y con mayor eficacia.

En la actualidad, la identificacion de levaduras se realiza principalmente
mediante técnicas moleculares. Segtin lo descrito por Carrasco M. (2011) las levaduras
T11_1_15C, T17_2 22C y T27 _6_4C pudieron ser identificadas sdélo a nivel de
phyllum, perteneciendo al Ascomicota, sin embargo segiin los resultados obtenidos en
este trabajo, los bioniimeros correspondientes a las levaduras T11_1_15C, T17_2 22Cy
T27_6_4C son 5573 7443 11, 5552 7661 07 y 1553 7621 03 respectivamente. Las
diferencias en estos bionumeros indica que estas levaduras metabolizan distintas fuentes

de carbono lo que sugiere que son distintas. Esto muestra que la identificacién molecular
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no siempre logra diferenciar correctamente levaduras, demostrando la importancia de la

caracterizacion bioquimica.

6.5 Actividades enzimdticas extracelulares.

El aislamiento de levaduras del termritorio antértico chileno, no sélo se realizé con
la finalidad de conocer que especies de levaduras habitan esta regién, sino que también,
analizar el potencial biotecnoldgico que presentan estas levaduras, dadas sus

caracteristicas tinicas que les permiten sobrevivir en esta fria regién,

6.5.1 Actividad lipasa

Un 72 % de las levaduras aisladas present6 actividad lipasa (tabla 6), aunque sélo
se encontré en ensayos realizados a 22 °C. Esto se corresponde con los resultados
obtenidos por M. Fenice y cols. (1997) donde se ensay6 actividad lipasa a 25 °C, y ésta
estuvo presente en casi todas las cepas de estudio. Dentro de las levaduras que
presentaron actividad lipasa la mayor actividad se observé en las levaduras H1_10C,
H5_1_10C que pertenecen a las especies Candida pelliculosa (Wickerhamomyces
anomalus), T8_1_22C, T27_7_4C pertenccientes a la especies Rhodotorula minuta
(Rhodotorula laryngis) (tabla 5) y las levaduras T18_1_22C y T13_2 22C que segtn Io
descrito por Carrasco (2011) pertenecen a la especie Cryptococcus victoriae y una
especie no identificada dentro del género Rhodoturula respectivamente. No se
encontraron antecedentes previos que indiquen que estas levaduras aisladas desde el
territorio antértico presenten actividad lipasa, s6lo se ha reportado para las levaduras

Pseudozyma antarctica (Candida antdrctica) (Shivaji & Prasad, 2009) y
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Leucosporidium antarcticum (Turkiewicz y cols., 2003). En estudios anteriores,
levaduras del género Cryptococcus y Rhodotorula aisladas desde muestras glaciales y
subglaciales del noreste de la Patagonia Argentina han presentado actividad lipasa a 20
°C (Brizzio y cols., 2007), lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo.
En el trabajo realizado por Brizzio y cols. (2007) la levadura Rhodotorula laryngis no
present6 actividad lipasa a 20 °C, a diferencia del resultado encontrado en este trabajo
donde si presenté actividad (T8_1_22C, T27 7 4C). En el caso de la levadura
Wickerhamomyces anomalus, se ha encontrado la presencia de actividad lipasa a 25 °C
en aislados obtenidos desde Ia selva tropical brasilefia (Buzzini y Martini, 2002), lo que

corresponde con los resultados obtenidos (H1_10C, H5_1_10C).

6.5.2 Actividad esterasa.

Un 64 % de las levaduras ensayadas present6 actividad esterasa (tabla 6),
encontrandose actividad a 4, 15 y 22 °C. Las levaduras T8 1_22C Rhodoturula minuta
(Rhodotorula laryngis) (tabla 5) y T18_1_22C Cryptococcus victoriae (Carrasco, 2011)
fueron las que presentaron mayor actividad a 22 °C. Este resultado es esperable puesto
que s¢ han aislado levaduras pertenecientes a estos géneros desde ambientes frios
(Brizzio y cols., 2007) y desde ambientes tropicales (Buzzini y cols., 2002) que
presentan actividad esterasa. No se encontraron antecedentes que indiquen que levaduras
aisladas desde el territoric Antirtico presenten actividad esterasa. La levadura

T11_1_15C perteneciente al phyllum Ascomicota (Carrasco, 2011) presenté la mayor

actividad enzimética a 15 °C. Las levaduras T19 1 4C y T9 3 4C identificadas como




Mrakia psychrophilia y Levadura sp. (Carrasco, 2011) presentaron la mayor actividad
esterasa a 4 °C. Se han reportado levaduras pertenecientes al género Mrakia en los
glaciares Alpinos italianos (Turchetti y Cols., 2007) y en aguas glaciales y subglaciales
en la Patagonia Argentina (Brizzio y Cols., 2007) que presentan actividad esterasa a 4
°C. No se encontraron reportes que indiquen Ia presencia de actividad esterasa a 4 °C en

levaduras Mrakia psychrophilia obtenidas desde el territorio antartico.

6.5.3 Actividad proteasa.

Al igual que la actividad lipasa, la actividad proteasa se encontré solamente a 22
°C (tabla 6), en un 44 % de las levaduras analizadas. Los aislados H1_10C y H5_1 10C
pertenecientes a la especie Candida pelliculosa (Wickerhamomyces anomalus) (tabla 5),
presentaron la mayor actividad. La levadura T11_1_10C presenté también una alta
actividad. Esta levadura no logré ser identificada molecularmente (Carrasco, 201 1). En
base a su perfil bioquimico esta levadura podria pertenecer al género Cryptococcus. En
estudios anteriores se han reportado levaduras aisladas desde el territorio antértico que
presentan actividad proteasa; éstas son Cryptococcus friedmannii (Vishniac, 1985),
Leucosporidium antarcticum (Turkiewicz y cols., 2003) y Candida humicola Ray y
cols., 1992). Se ha reportado que la levadura Wickerhamomyces anomalus aislada desde
la selva tropical brasilefia presenta actividad proteasa a 25 °C (Buzzini y Martini, 2002),
pero no se encontraron antecedentes que indiquen que esta levadura aislada desde el

territorio antartico presente actividad proteasa.

66




6.5.4 Actividad amilasa.

Un 32 % de las levaduras presentaron actividad amilasa (tabla 6), encontrandose
esta actividad a 4, 15 y 22 °C. Las mayores actividades fueron encontradas a 22 °C en las
levaduras T11_2_10C, T15 22C y T17_1_10C pertenecientes a las especies Dioszegia
sp, Cryptococcus terricola y Cryptococcus gilvescens segiin lo descrito en Carrasco
(2011). En estudios anteriores se ha reportado que la levadura Candida antarctica
aislada desde el territorio antartico presenta actividad amilasa (De Mot y Verachtert,
1987). Ademis, se han encontrado levaduras pertenecientes al género Cryptococcus en
aguas glaciales y subglaciales de la Patagonia Argentina que presentan actividad amilasa
(Brizzio y cols., 2007), y también se han obtenido estas desde los glaciares Alpinos
italianos (Turchetti y cols., 2007), pero no se han reportado levaduras perteneciente al

genero Cryptococcus en el territorio Antartico que presenten actividad amilasa.

6.5.5 Actividad celulasa.

Un 36 % de las levaduras presentaron actividad celulasa {(tabla 6). Esta se
encontré a 4, 15 y 22 °C. La mayor actividad fue observada a 4 °C, en las levaduras
T19_1_4C y T26_2 4C pertenecientes a la especie Mrakia psychrophilia (Carrasco,
2011). La levadura T18_1_10C de la especie Mrakia blollopsis presentd una alta
actividad a 15 °C. Las levaduras que presentaron actividad celulasa a 22 °C mostraron
menor actividad, estas fueron T11_2_10C, T17 2 22Cy T18_1_22C las que pertenecen
al género Dioszegia., al phyllum Ascomicota y a la especie Cryptococcus victoriae

(Carrasco, 2011). Existe muy poca informacion acerca de levaduras aisladas desde el
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terriforio Antdrtico que presenten actividad celulasa. Los resultados obtenidos por
Krishnan y cols. (2011) muestran que la levadura Mrakia Jrigida obtenida desde la
Peninsula Fildes, Isla Rey Jorge, presentd actividad celulasa a 4 °C, lo que se
corresponde con lo obtenido en este trabajo. En estudios anteriores donde se ha
ensayado actividad celulasa en levaduras obtenidas desde ambientes frios, esta actividad
no ha sido detectada. En el trabajo reportado por Brizzio y cols. (2007) levaduras
pertenecientes a los géneros Crypfococcus y Dioszegia no presentaron actividad celulasa
a 20 °C. As{ mismo, en el trabajo realizado por Buzzini y cols. (2005) levaduras aisladas

desde glaciares de los Alpes italianos no presentaron actividad celulasa.

En el trabajo realizado por Brizzio y colaboradores (Brizzio y cols., 2007) se
concluye que las levaduras podrian no estar involucradas directamente en la
descomposicion de celulosa en ambientes frios. Segin los resultados obtenidos en este
trabajo, esta hipétesis no seria correcta ya que se obtuvieron levaduras que presentan
actividad celulasa en el territorio antartico. Estas levaduras jugarian un rol importante en
la degradacién de macromoléculas insolubles como es la celulosa, obteniendo productos
que podrian ser absorbidos por la misma célula (Oh y cols., 2000)(Gibb, 1988) o
dejéndolos disponibles para otros microorganismos de la cadena alimenticia (Krishnan,
2011). Por otro lado, en el trabajo realizado por Buzzini y Martini (2002) se aislaron
levaduras desde la selva tropical brasilefia pertenecientes al género Cryptococcus y a la
especie Wickerhamomyces anomalys las que tampoco presentaron actividad celulasa.

Esto indicaria que las levaduras Candida pelliculosa (Wickerhamomyces anomalus)
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obtenidas en este trabajo son diferentes a las estudiadas en Buzzini y Martini (2002), ya

que las analizadas en esta memoria presentaron actividad celulasa.
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7. CONCLUSIONES




* Se lograron obtener levaduras psicrofilas cultivables desde la Isla Rey Jorge,
donde predominan las levaduras psicrofilas facultativas por sobre otras

levaduras psicrofilas.

* La asimilacion de distintas fuentes de carbono logra identificar correctamente
a nivel de género y en menor medida a nivel de especie levaduras presentes

en muestras ambientales.

* Se encontraron levaduras que presentan actividades enzimdticas
extracelulares con potencial aplicacién biotecnolégica que no han sido
reportadas en levaduras que habitan el territorio antdrtico ni en ambientes
frios. Se observo la presencia de actividad enzimatica extracelular en algunas

especies de levadura de las que no se tiene antecedentes previos.
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8. PROYECCIONES




Existen muy pocos trabajos que reportan la biodiversidad de levaduras existente
en el territorio Antértico. La Antértica presenta condiciones climaticas que dificultan el
desarrollo de distintos microorganismos, por lo que las adaptaciones que estos presentan

para sobrevivir en esta region son de gran importancia biotecnoldgica.

En este trabajo se encontraron levaduras que presentaron distintas actividades
enzimaticas extracelulares utilizadas a nivel industrial, por lo que se propone analizar el
extracto de proteinas extracelulares para determinar su actividad y estabilidad, y asi

evaluar su posible produccién a gran escala.

La Antértica presenta una alta radiacion UV, por lo que las levaduras que habitan
esta region deberian producir compuestos fotoprotectores para poder prevenir el dafio
causado por la radiacién. Entre los compuestos fotoprotectores se encuentran los
carotenoides y las micosporinas. En este trabajo, se aislaron levaduras que presentaban
coloracién, por lo que serfa interesante identificar y cuantificar los pigmentos y

micosporinas que estas producen, ya que son compuestos de importancia biotecnologica.

CONGRESOS
Juan Manuel Rozas*, Salvador Barahona, Mario Carrasco, Victor Cifuentes, Marcelo
Baeza. 2010. Aislamiento y caracterizacién bioquimica de levaduras Antarticas. LIIT

Congreso Chileno de Biologia, Santa Cruz, Chile.
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10. ANEXOS




Tabla 7: Asimilacién de distintas fuentes de carbono.

Tests

Aislados

T33 1 22C

T1_3_22C

T1_6_10C

T27 7 4C

T11_2_10C

Temperatura Sptima
de crecimiento

22°C

22°C

22°C

22°C

22°C

Periodo de
incubacidn (dias)

2 3

GAL
ACT
SAC
NAG
LAT
ARA
CEL
RAF
MAL
TRE
2KG
MDG
MAN
LAC
INO

SOR

GLY

PLE

ERY
MEL
GRT
MLZ
GNT
LVT
GLU
SBE

GLN
ESC

+
RIS - TR

SRR N S A . o S o . Sl G G . O S
SR TR S S S R 5 AU A O - O SR 25 SRR

¥
=3

S
t
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Tests

Aislados

T27_6 4C | T18_1_22C|T13_2_22C|T17_2_22C| T3 1.54C
Temperatura
dptima
de crecimiento 22°C 22°C 22°C 22°C 22°C
Perfodo de
incubacién (dfas) 2 3 2 3 2 3 2 3 2 3
GAL H | - - | = | - -
ACT - - ++ - - - - - -
SAC - - HooH | | |+
NAG =+ = = |+ - -
LAT +- +/- +- +f- + + - +- - -
ARA | | e + ++ - -
CEL ++ | 4 - - + -+ - -
RAF - - ++ ++ - - - - -+ p
MAL +H | - - S S 3 - -
TRE + = |+ + + - - +H+
2KG S T S O I = S I + ++ - -
MDG - +/- + + - - - - - -
MAN - H- | =+ =+ | - - +
LAC - - o+ - - - - - -
INO - - ++ - - - - - -
0 - - - - - - - - -
SOR A + + + -
XYL S e EE  E a B i = Y R Y A
RIB H | - - +H - -
GLY - - - H- | - - +e -
RHA + ++ | H - - - 4+ - -
PLE SR = o B = s = = - - +- - -
ERY - - += - - - - - -
MEL + | H - - + ++ - -
GRT He H- | H H | =+ | e ot - -
MLZ L o T I S T B s = = + ++ - -
GNT - - e I R s - - + +
VT - +/- - - + + - - - -
GLU R o o S R x aE N O S S [ S RIS
SBE + - - - - o - .
GLN +- - + + - - - + - -
ESC + + + + + -+ + + - -
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Tests

Aislados

H1_1_10C

H1_10C

H5 1 10C

HI4_1_4C

T34_2_10C

Temperatura
dptima
de crecimiento

22°C

22°C

22°C

22°C

22°C

Periodo de
incubacién {dias)

b
w

GAL
ACT
SAC
NAG
LAT
ARA
CEL

TRE
2KG
MDG
MAN
LAC
INC

SOR
XYL

GLY

PLE

ERY
MEL
GRT
MLZ
GNT
LVT
GLU
SBE

GLN
ESC

+

/e

S S RS
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Tests

Aislados

T8 1 22C

T15_22C

T17_1_10C

TI1_1_15C

T11_1_10C

Temperatura
dptima
de crecimiento

22°C

22°C

22°C

15°C

22°C

Periodo de
incubacién (dias)

2

GAL
ACT
SAC
NAG
LAT
ARA
CEL
RAF
MAL
TRE
2KG
MDG
MAN
LAC
INO

SOR
XYL
RIB

GLY

PLE

ERY
MEL
GRT
MLZ
GNT
LvT
GLU
SBE

GLN
ESC

SR S o

I T X

-

o=
T

1 g g
(I = B - ]

LB = B = o |
LR = iy« B~ |

LI = B~ ]
[ = I =

-
o

LB~ e = B =
[ = i = B, o ]

(B = B« B« L = | =
[ =R - - L o

(B~}
1o
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+

=]
v |

[ }
[ B -

]
LR = B« B~ B = B

L = e~ B~ B =

[ =
[ =]

LI Ml = |
v T T
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=
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Tests

Aislados

T13_7_10C

T5_3 4C

T9 3 4C

TI8_1_10C

T26 2_4C

Temperatura
Optima
de crecimiento

15°C

4°C

4°C

4°C

4°C

Periodo de
incubacidn (dias)

~1
—
o

GAL
ACT
SAC
NAG
LAT
ARA
CEL
RAF
MAL
TRE
2KG
MDG
MAN
LAC
INO
0
SOR
XYL

GLY

PLE

ERY
MEL
GRT
MLZ
GNT
LVT
GLU
SBE

GLN
ESC

f

S SR I ST S S o S o U A

SRR S S S A TS - SR ST ST A Al i S
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R S i A A A

+1 e f
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|+-|-:t|-}-+-l.'t_li

85




Aislades

T29 4 4C

T19_1_4C

T30 2 4C

Temperatura 6ptima

de crecimiento

4°C

4°C

Periodo de
incubacion (dias)

~]

e
[=]

-]
ot
[~

7 10

GAL
ACT
SAC
NAG
LAT
ARA
CEL
RAF
MAL
TRE
2KG
MDG
MAN
LAC
INO
0
SOR
XYL
RIB
GLY
RHA
PLE
ERY
MEL
GRT
MLZ
GNT
LVT
GLU
SBE
GLN
ESC

Tests

I IF T

&

N AT IR

R e I I I
B UL I U QN

S SR ST A o g SR o

f+ &

e S i A A

£

La lectura se realizé de manera visual, observandose la presencia o ausencia de turbidez en las ciipulas, (=)
representa la ausencia de crecimiento; (+/-) a (+++) menor a mayor crecimiento; (p) presencia de

aglomeraciones
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