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RESUMEN

Los ambientes extremos son considerados reservorios de biodiversidad, y en
ellos habitan una gran cantidad de microorganismos que poseen caracteristicas distintas
a sus contrapartes mesofilos. Esto ha motivado a realizar investigaciones para aislar
microorganismos desde regiones frfas del planeta, ya que poseen gran importancia
ecoldgica y posibles aplicaciones biotecnolégicas. El continente Antdrtico representa un
reservorio microbiolégico poco explorado, reportindose algunas levaduras nuevas y
otros aislados que atin no han sido identificados. En el caso del territorio Antdrtico
chileno, no existen estudios de la biodiversidad de levaduras presentes.

El objetivo de la presente memoria de titulo fue precisamente estudiar la
microbiota de Ievaduras en el territorio antartico chileno, para lo cual se recolectaron
muestras de suelo y de agua desde la isla Rey Jorge. Utilizando diferentes condiciones
de cultivo se logré aislar gran cantidad microorganismos, los que fireron seleccionados y
agrupados de acuerdo a sus caracteristicas macromorfolégicas. Aislados representativos
de cada uno de los 64 grupos obtenidos fueron identificados a nivel molecular. Para elio
se amplificaron y secuenciaron los espaciadores transcritos internos (ITS) y los dominios
D1/D2 del DNA ribosémico. Los amplicones obtenidos fueron secuenciados, las
secuencias analizadas bioinformdticamente y comparadas con la base de datos del
NCBI. Del total de levaduras identificadas, el 93% correspondieron a levaduras
Basidiomicetes mientras que el 7% restante a levaduras Ascomicetes. Las especies
identificadas en este trabajo pertenecieron a los géneros Sporidiobolus, Rhodotorula,

Mrakia, Cryptococcus, Leucosporidiella, Leucosporidium, Dioszegia,




Wickerhamomyces, Candida y Metschnikowia. La especie mds ubicua fue la levadura
Sporidiobolus  salmonicolor. Previamente no se habfan reportado levaduras
pertenecientes a los geéneros Sporidiobolus y Wickerhamomyces desde 1a Antirtica, es
mds los aislados identificados como las levaduras S. salmonicolor, W. anomalus y M.
biscuspidata corresponden a las primeras especies (dentro de estos géneros) aisladas
desde regiones frias del planeta.

Finalmente, 18 aislados no pudieron ser identificados usando estos marcadores
moleculares como herramienta taxondmica, indicdndonos que si bien la identificacién
molecular es una manera rapida y sencilla de identificar especies, son necesarios otros

estudios complementarios para identificar correctamente los aislados ambientaies.




ABSTRACT

The extreme environments are considered reservoirs of biodiversity and are
colonized by microorganisms that have different characteristics related to the mesophilic
counterparts. This has motivated research of microorganisms from cold regions of the
planet, since these organisms have high ecological importance and potential
biotechnological applications.

The Antarctic continent is an unexplored microbial reservoir, and there are works
reporting new yeasts and other that still are unidentified. In the case of Chilean Antarctic
territory there are no studies of the yeast biodiversity. The aim objective of this work
was to isolate and to identify yeasts from soil and water samples of the Chilean Antarctic
territory, specifically from King George Island. For that, different culture conditions
were used, and the yeast-like colonies obtained were grouped according to their
macromorphological characteristics. A total of 64 groups were obtained and
representatives of each one were selected and used for molecular identification. For that,
the internal transcribed spacer (ITS) and the D1/D2 domain of the tDNA region were
amplified, sequenced and compared against NCBI database. A high percentage of the
yeast identified (93%) were Basidiomycetes. Species belonging to Sporidiobolus,
Rhodotorula, Mrakia, Cryptococcus, Leucosporidium, Dioszegia, Wickerhamomyces,
Candida and Metschnikowia genera were identified. We isolated for the first time
representatives of Sporidiobolus and Wickerhamomyces genera from the Antarctica, and
furthermore, the yeasts identified as S. salmonicolor, W. anomalus and M. biscuspidata

are the firsts isolates reported from cold regions of the planet. The most ubiquitous yeast
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was Sporidiobolus salmonicolor. Finally, there were eighteen isolates that we did not
identify using molecular taxonomy, indicating that although the molecular identification
metodhology is a quick and easy way to identify species, supplementary studies are

needed to correctly identify environmental isolates,
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INTRODUCCION

En nuestro planeta existe una gran variedad de climas que favorecen el desarrollo y
la sobrevivencia de diferentes organismos, pero también existen hdbitats en los cuales no
pueden o les es muy dificil sobrevivir. Dentro de los ambientes extremos en los que se
ha observado la presencia de organismos se pueden nombrar: fuentes termales, salares,

volcanes y regiones frias.

1.1.Regiones frias del planeta

Las dos principales zonas terrestres frias en el planeta son el circulo polar drtico
y el circulo polar antirtico. Ambas zonas se caracterizan por tener constantemente
temperaturas bajo 0°C, altos niveles de humedad en el aire, presencia de fuertes vientos
y escazas precipitaciones durante el afio, siendo las regiones mds secas del planeta. La
Antdrtica es un continente ubicado dentro del circulo polar antdrtico y posee una
superficie aproximada de 14 millones de kildmetros cuadrados de los cuales sélo un 2%
no estd cubierto de hielo o nieve. Las caracteristicas mencionadas la convierten en uno
de los hdbitats mds extremos conocidos por el hombre, con condiciones hostiles para la

vida, desde un punto de vista antropocéntrico.
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1.2 Microorganismos adaptados a la vida a bajas temperaturas

Los microorganismos que son capaces de crecer a temperaturas cercanas a 0°C se
denominan psicréfilos. Este término ha variado a medida que se han aislado y estudiado
distinfos microorganismos desde regiones frias. Los términos psicréfilos y psicotrépicos
(originalmente descritos para bacterias) son usados para designar a aquellos
microorganismos “amantes del frio”. De acuerdo a esta clasificacién, un hongo
psicrofilico es aquel que puede crecer a 0°C, que tiene una temperatura Gptima de
crecimiento <15°C y una temperatura méxima de crecimiento < 20°C. Un hongo
psicotrdpico es aquel que puede crecer a 0°C y su mdxima temperatura de crecimiento es
cercana a 20°C. Actualmente, ¢l término psicotropico ha sido reemplazado por el
término psicrotolerante, siendo los principales microorganismos aislados desde el Artico
y la Antirtica (Robinson, 2001). Esta predominancia se debe a que en algunos periodos
del afio la radiacidn solar incrementa la temperatura del suelo sobre los 15°C en estas
regiones (Moller y Dreyfuss, 1996).

La colonizacidén de estos ambientes frios por microorganismos presenta una serie
de dificultades, tales como: la formacion de cristales de hielo, la disminucién en la
permeabilidad de la membrana, la reduccion de la tasa de reacciones bioquimicas y el
increrento en la viscosidad del medio (Cavicchioli y Cols., 2002). Para superar estas
dificultades los microorganismos han desarrollado una serie de adaptaciones, como por
ejemplo, la presencia de dcidos grasos insaturados en vez de dcidos grasos saturados en
la membrana incrementando su fluidez (Rothschild y Mancinelli, 2001). Por otra parte,

existen dos estrategias principales para que los microorganismos sobrevivan en
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ambientes en donde la temperatura esta bajo el punto de congelamiento del agua, ya sea
evitando la formacidén de cristales de hielo dentro de las células, o bien si los cristales se
forman, impedir el dafio durante el descongelamiento de estos. Ambas adaptaciones son
llevadas a cabo por un tipo de proteinas llamadas anticongelantes (Rothschild y
Mancinelli, 2001). Sin duda uno de los procesos mds importantes para el éxito de los
microorganismos en estos ambientes es la adaptacién de sus enzimas. Se han realizado
estudios en los cudles se ha demostrado que los microorganismos psicréfilos sintetizan
enzimas extracelulares que metabolizan fuentes de carbono complejas, siendo
indispensables en el reciclaje de nutrientes y produccion de biomasa en ecosistemas
frios. Las altas actividades cataliticas a bajas temperaturas y las especificidades
inusuales de estas enzimas las hacen interesantes para posibles aplicaciones

biotecnoldgicas (Rusell, 2000).

1.3. Levaduras adaptadas al frio

En numerosas publicaciones se ha descrito y caracterizado enzimas adaptadas
al frio producidas por bacterias, en cambio, existe poco conocimiento acerca de enzimas
producidas por levaduras psicrofilas (Margesin y Cols., 2001). Este es un campo activo
de investigacion, debido a que los ambientes extremos son considerados reservorios de
biodiversidad microbiana y por ende posibles fuentes de nuevos genes y proteinas, razén
por la cual se han realizado esfuerzos para aislar levaduras desde regiones frfas de Japon,
los Alpes Italianos, las Montaiias de Himalaya, los glaciares de agua dulce de la

Patagonia Argentina y desde la Antértica (Butinar y cols., 2007; De Garcfa y cols., 2007;
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Turchetti y cols., 2008; Connell y cols., 2008). Uno de los objetivos de estos trabajos es
identificar nuevas enzimas que puedan fener alguna aplicabilidad a nivel industrial en
procesos que requieren bajas temperaturas, como en la sintesis de compuestos orgénicos
altamente voldtiles (Bergauer y Cols., 2005), o en la industria textil y de alimentos,
utilizando enzimas que sean capaces de degradar aceites, grasas y pigmentos, para
generar productos que limpien con mayor eficiencia (Babu y Cols., 2008). En la
industria alimenticia, el uso de enzimas con alta actividad catalitica a temperaturas
menores a 20 °C limita la proliferacién de microorganismos contaminantes y también se

disminuyen los costos de produccion.

Derivado de estos estudios se han aislado e identificado numerosas levaduras,
pero que pertenecen a unos pocos géneros: Crypfococcus, Mrakia, Cystofilobasidium,
Aureobasidium, Naganishia, Rhodotorula, Rhodosporidium, Leucosporidiella,
Dioszegia, Sporobolomyces, Udeniomyces y Candida; y un mimero no despreciable de
aislados no han sido identificados (De Garcia y Cols., 2007, Shivaji y Prasad, 2008,

Turchetti y Cols., 2008).

1.4 Taxonomia de levaduras

El sistema de clasificacién cominmente utilizado para la identificacién de
levaduras se basa en el anélisis de caracteres fenotipicos y criterios fisiologicos, tales
como fermentacién y asimilacién de sustratos (Kurtzman, 1994), Posteriormente, con el

desarrollo de la microscopia electrénica de transmision se describieron las fases
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levaduriformes de Ascomicetes y Basidiomicetes, logrando distinguir las fases sexuales
(teleomorfas) y vegetativas (anamorfas). Este hallazgo puso en evidencia los distintos
estados de los ciclos de vida de las levaduras, que no eran distinguibles a través de la
sistemndtica cldsica. Por lo tanto ya no sélo se consideran las caracteristicas fenotipicas
para la clasificacion, debido a que dos levaduras de una misma especie son nombradas
de distinta forma dependiendo del estado del ciclo de vida en que se encuentren (Orberd,
2009). Ofro criterio de identificacidn y clasificacion de levaduras son las pruebas
fisiolégicas (asimilacién de compuestos nitrogenados, requerimientos vitaminicos,
resistencias a cicloheximida y termotolerancia) y bioquimicas (electroforesis de
proteinas, analisis de los patrones de isoenzimas, nimero de unidades de isopreno en la
coenzima Q, y cromatografia de dcidos grasos de cadena larga de la pared celular), sin
embargo, estas han demostrado ser poco reproducibles al depender de las condiciones de
cultivo y del estado fisiolégico de las cepas al momento del andlisis (Esteve-Zarzoso y
Cols., 1999). Debido a estas dificultades, se han desarrollado otros métodos de
identificacién basados en técnicas moleculares que tienen un mayor nivel de resolucion
taxonémico y que permite complementar los métodos convencionales de identificacién

antes mencionados.

1.4.1. Identificacion Molecular de levaduras

Los métodos moleculares que se han empleado tradicionalmente para tipificar
levaduras se basan en el estudio de las moléculas de DNA y RNA. La primera técnica

molecular que se utilizo fue la Hibridacién DNA: DNA que permite resolver relaciones
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filogenéticas a nivel de especie cuando dos levaduras son muy cercanas entre si, pero no
es capaz de resolver relaciones genéticas cuando dos levaduras se encuentran muy
alejadas filogenéticamente (Kurtzman, 1994). Con el desarrollo de las tecnologias de
DNA recombinante y secuenciacién automadtica de DNA, han surgido numerosos
métodos de tipificacion de levaduras y que tienen una mayor resolucion a nivel de

género y especie (Figura 1).

Familia
Género
Especies
Cepas

Técnica

<
-5
<
>

Polimorfismo longitud fragmeatos de restriccion (RFLP
Anilisis fragmentos restriccion baja frecuencia (LFRFA, PFGE)
Ribotipificacidn

Amplificacién DNA (AFLP. AP-PCR. rep-PCR. DAF. RAPD. ARDRA)
Tipificacién bacteriocinas v fagos

Técnicas serologicas (monoclonal, policlonal)

Zymogramas ( Polimorfismos muitilocus de enzimas)

Patrones electroforeticos de proteinas celulares totales

Hibridaciones DNA:DNA
% G+C
PCR-tDNA

AMarcadores quimiotaxondomicos (poliaminas, guinonas)
"Fingerprinting” de acidos grasos celulares (FAME)
Estructura pared celalar

Fenotipo (clasica, API, biolog...)

Secuenciacion rRNA

Sondas DNA
Secnenciacion DNA
Figura 1: Resoluciéon taxonomica de algunas técnicas usadas en identificacion

molecular (adaptado desde Vandamme y Cols., 1996). Las barras negras horizontales
muestran el rango de resolucién taxondmico de cada técnica.
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1.4.2 Técnicas basadas en el DNA nuclear

Existen numerosas técnicas que emplean el DNA cromosémico de la levadura
para identificar molecularmente aislados desde distintos origenes, entre las principales
podemos nombrar: Polimorfismo del DNA amplificado aleatoriamente (RAPD),
microsatélites y Andlisis de restriccién enzimadtico a través de electroforesis en gel de
campo pulsado (REA-PGFE). El RAPD se basa en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando partidores inespecificos y bajas temperaturas de
hibridacién, condiciones que favorecen la amplificacién de fragmentos polimérficos de
DNA. Esta técnica se ha empleado para tipificar cepas clinicas del género Candida
(Noumi y cols., 2009), pero presenta el inconveniente de tener baja reproducibilidad.
Los microsatélites son secuencias repetidas simples e hipervariables presentes en el
DNA; estas son amplificadas mediante PCR utilizando partidores especificos para cada
tipo de microsatélite, por lo tanto su reproducibilidad es mayor. Los microsatélites se
han utilizado para diferenciar cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae presentes
en el proceso de fermentacidn vinica (Vaudano y Garcia-Moruno, 2008). El método de
REA-PGFE se ha empleado en la identificacion de aislados de la levadura
Brettanomyces bruxellensis en el proceso de produccién de vino (Oelofse y Cols., 2009).
Este método de identificacion molecular se basa en la digestion del DNA nuclear con
una enzima de resfriccidn de corte poco frecuente y la posterior separacién por
electroforesis en gel de campo pulsado. El patrén de bandas resultante ha demostrado ser

especifico para cepas y tiene mejor discriminacién que los microsatélites y el RAPD.
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Aunque estos métodos son utiles para establecer relaciones filogenéticas
cercanas, no permiten la identificacién molecular de levaduras a partir de muestras
ambientales sin alguna caracterizacién previa. Por ejemplo: si se comparan dos
levaduras aisladas desde una misma muestra y se identifican a través de alguno de estos
tres métodos, probablemente encontraremos diferencias a nivel de polimorfismos en el
DNA, si corresponden a dos levaduras distintas. Este andlisis nos revelard que ambas
levaduras corresponden a aislados diferentes, pero no nos entregard como resultado a
que género o especie pertenece cada uno de ellos. Una forma de lograr esta resolucién
son los métodos de identificacion basados en el andlisis de la secuencia de la regién del

DNA. que contiene los genes ribosdmicos (tDNA),
1.4.3 Técnicas basadas en el andlisis del rDNA

Los DNAs ribosdmicos son una herramienta taxondmica poderosa ya que son
altamente conservados y se encuentran en la mayorfa de las células, siendo ampliamente
utilizados en identificacién molecular. En hongos, los genes ribosémicos son zonas
repetitivas en ¢l DNA que se encuentran en tindem existiendo en algunos casos entre
100 a 200 copias de esta regién en el genoma (Srivastava y Schlessinger, 1991). Cada
unidad repetitiva tiene una extension de entre 8 y 12 kb y se subdivide a su vez en
diferentes regiones. Los andlisis de esta region han revelado zonas altamente
conservadas como son la region 188S, 5,85 y 268, y ofras zonas variables como lo son los
espaciadores transcritos internos ITS1 e ITS4 (ver Figura 2). Si bien existen varios

trabajos en donde se han utilizado esta regién para identificar aislados ambientales de
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levaduras (Romo y Cols., 2010, Ferreira y Cols., 2010, Nagahama y Cols., 2001), aun
asi existen casos en los cudles no es posible identificar correctamente aislados utilizando
andlisis de secuencias de esta region.

Por otra parte existe una regién en el extremo 5° del gen que codifica para la
subunidad mayor del ribosoma llamada dominio D1/D2, que ha demostrado ser ttil para
identificar especies (Guadet y cols., 1989), ya que ambos dominios presentan un gran
polimorfismo a nivel de secuencia nucleotidica. El nivel de resolucidn de estos
marcadores ha sido evaluado tanto para levaduras Ascomicetes (Kurtzman y Robnett,
1998) como Basidiomicetes (Fell y cols., 2000). Estas investigaciones demuestran que la
mayoria de las especies estudiadas pueden ser identificadas a través del andlisis de
secuencia de los dominios D1/D2, pero al igual que la regidn ITS existen especies que
no pueden ser identificadas utilizando esta aproximacién. En el trabajo publicado por
Scorzetti y colaboradores en el afio 2002 se comparé la capacidad de identificacién de
ambas regiones para 450 cepas de 250 especies de levaduras. Como conclusién se
obtuvo que ambos métodos son complementarios entre si, y si bien la regién ITS es mds
variable, existen casos en que especies estrechamente relacionadas fueron identificadas

utilizando los dominios D1/D2.
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Figura 2: Organizacién del rDNA en hongos y la localizacion de los espaciadores
transcrito internos, adaptado desde (Srivastava y Schlessinger, 1991).

1.5 Levaduras Antarticas.

El primer reporte de levaduras desde la Antértica se realiz6 en el afio 1960
(Menna, 1960), y hasta la fecha son pocos los estudios realizados. El género
Cryptococcus es el con mas especies de levaduras descritas desde esta region, siendo las
especies C. laurentii y C. albidus las mas ubicuas (Vishniac, 1985; Scorzetti y cols.,
2000; Vishniac y Onofri, 2002; Thomas-Hall y cols., 2002a; Thomas-Hall y Watson,
2002b; Shivaji y Prasad, 2009). Cryptococcus watticus sp. corresponde a la especie del
género mds recientemente descrita, la que fue identificada mediante la secuenciaciéon de
la region D1/D2 y andlisis comparativo de sus caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas
con otras especies del mismo género (Guffogg y cols., 2004). En estudios recientes se
han aislado nuevas especies de levaduras pertenecientes al género Mrakia: M.
psychrophila (Xio y Zhou, 2007), M. robertii, M. blollopis y una levadura anamérfica

relacionada llamada Mrakiella niccombsii (Thomas-Hall y cols., 2010); y dos nuevas
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especies pertenecientes al género Dioszegia: D. antdrctica y D. cryoxerica (Comnell y

cols., 2010).

Las investigaciones realizadas se remitian al aislamiento, caracterizacion e
identificacién de levaduras, desde escasas muestras no representativas de una zona y que
en muchos casos correspondia a ambientes contaminados. Sélo en el afio 2008 en el
trabajo realizado por Connell y colaboradores (Connell y cols., 2008) se estudié por
primera vez la biodiversidad de levaduras presentes en el territorio antértico,
especificamente en “South Victoria Land”. Los autores obtuvieron numerosos aislados
de levaduras, donde el 89% correspondieron a levaduras basidiomicetes, de las cudles el
43% pueden representar especies no descritas, reflejando el desconocimiento de la

microbiota de levaduras cultivables en el territorio antartico.

En la presente memoria de titulo se aislaron levaduras a partir de muestras de
suelo y de agua obtenidas en la isla Rey Jorge perteneciente al territorio antartico. Los
aislados obtenidos fueron caracterizados a nivel macro y micromorfolégico e
identificados a través del andlisis de secuencias del espaciador transcrito interno, y de

los dominios D1/ D2 de la subunidad mayor de rDNA ribosémico cuando fire necesario.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Aislar e identificar levaduras desde el territorio Antéirtico chileno

0

bjetivos especificos

Aislamiento de levaduras desde muestras de suelo y de agua usando diferentes

condiciones de cultivo.

Optimizacién del método de extraccién de DNA gendmico desde las levaduras.

Amplificacién por PCR del

(ITS) y del dominio D1/D2.

espaciador transcrito interno del RNA ribosémico

Secuenciacion y andlisis bioinformatico de los productos de amplificacion

obtenidos.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1.Materiales
Acidos nucleicos. Como marcador de peso molecular se utilizé el marcador 1kb y el
marcador de peso molecular 100 pb, ambos adquiridos de New England Biolabs.
Kits. Para la extraccion de DNA gendmico total se utilizé el “Wizard Genomic DNA
Purification kit” adquirido de Promega. Para la filtracién de muestras de agua se utilizd
la unidad “Monitor 55-Plus™™” adquirida desde Millipore.
Reactivos Quimices. Los componentes de los medios de cultive o reactivos quimicos
puntuales, se adquirieron de Sigma Chemical, Merk y Difco Laboratorios. El antibidtico

cloranfenicol fue adquirido de Sigma.

2.2.Métodos
Métodos de biologia molecular. Electroforesis y PCR se realizaron de acuerdo al

manual de Sambrook y Cols. (1989).

2.2.1 Muestras de agua: Un total de 14 muestras de agua marina y dulce fueron
recolectadas. Para ello volimenes variables (200-500 ml) se filtraron a través del aparato
de filtracién de aguas “Monitor 55-Plus™, Este dispositivo estd compuesto por: 1) Una
base que posee un filtro de celulosa de 0,45pm. 2) Un recipiente al que se agrega el
medio que se desea filtrar y 3) Una tapa que se ajusta a la base (Ver figura 3). Una vez

filtradas las muestras se adicion6 2 ml de cultivo Millipore a la base del dispositivo.
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Figura 3: Dispositivo de filtracién de muestras de agua “Monitor 55-Plus™, adaptado
desde (www.millipore.com).
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2.2.2 Muestras de suelo: Los sitios de recoleccion (33) de muestras de suelo desde Isla
Rey Jorge (62°02'S 58°21'W / 62.033°S 58.35°W) se agruparon en grupos geograficos,
de acuerdo a la cercania de cada uno de ellos (Figura 4). Las muestras se depositaron en

tubos “Falcon” estériles, y se almacenaron a - 20°C hasta su procesamiento.

.-
i
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.\
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I T 2, 2
Ti18T119, T20, Tw:” Pt Wﬁ@. 25

&
7251' T22, 723 wﬂ, T\I2MI\38T 16, T17
W O

.
"Nl

Figura 4: Grupos geograficos y localizacién sitios de Muestreo en la Isla Rey Jorge. T y
P muestra de suelo; H muestra de agua. Los simbolos amarillos representan a cada grupo
geogrifico, que corresponden a las muestras que se encuentran cercanas
geograficamente. Adaptado desde google earth.
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2.2.3 Condiciones de cultivo

Medio de cultivo: Para preservar y crecer levaduras se utilizé el medio de cultivo YM
(0,3 % Extracto de levadura, 0,3 % Extracto de malta y 0,5 % Peptona) suplementado
con 2 % de glucosa. Para la forma semisolida se adiciond agar microbioldgico (Oxoid)

al 1,5 %.

2.2.4 Procesamiento de muestras de suelo: A tubos “Falcon” estériles se les agregd 5 g
de cada una de las muestras y 5 ml de agua estéril, y se agité en vértex por 10 min.
Mediante precipitacién pasiva se eliminé el material particulado y alicuotas de 200 pl
fueron sembradas en medio semisolido suplementado con 100 pg/ml de cloranfenicol

para inhibir el crecimiento bacteriano.

2.2.5 Aislamiento de levaduras y condiciones de crecimiento: Las placas inoculadas
con muestras de agua fueron incubadas a 4 y 10°C. Las placas inoculadas con muestras
de suelo fueron incubadas a 4, 10, 15 y 22°C. Se inspecciond diariamente las placas para
la aparicién de colonias, transfiriéndose cada una de ellas a placas de agar con medio de

cultive sin antibidtico.

2.2.6 Caracterizacién macroscépica y microscépica: Las colonias obtenidas fueron
caracterizadas en relacidn a su color, textura, borde, tamafio, elevacién, forma, superficie

y comportamiento con la Iuz. De acuerdo con estos datos, los aislados fueron agrupados
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en primera instancia en “grupos morfolégicos™. Las caracteristicas microscdpicas fueron
observadas utilizando un microscopio éptico.

2.2.7 Métodos de Preservacién: Los distintos aislados de levaduras se almacenaron a
través de criopreservacion en 20% glicerol y también se utilizé el método de la gota de

gelatina (Marangon y Cols., 2003; Baeza y Cols, 2009).

2.2.8 Extraccién de DNA genémico: La extraccién de DNA gendmico se realizd a
partir de (1) “pellet celulares” obtenidos de levaduras crecidas en medio semisélido y (2)
a partir de cultivos en fase exponencial que fueron centrifugados a 7,000 g por 10 min.
Ambos “pellet celulares” se suspendieron en 5 ml de Buffer TE (10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA, pH 7,5). Alicuotas de 300 nl se mezclaron con 250 ul de microresferas de
vidrio de 0,5 mm de didmetro y se agitaron en vértex por 10 min. Posteriormente se
utilizé el kit “Wizard Genomic DNA Purification” (Promega), para la extraccién de

DNA gendémico de cada aislado de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

2.2.9 Amplificacién del rDNA: Se utilizaron las parejas de partidores ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCG-3") / ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') y
F63 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) / LR3 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3) para amplificar el tDNA 5.8S y los espaciadores
transcritos internos ITS1 e ITS2 (Fujita y Cols., 2001) y la regién D1/D2 (Fell y cols.,
2000), respectivamente. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25
ul siguiendo el siguiente protocolo: Se mezcld 1l de DNA (aprox. 10 ng) con 24 ul de

“mezcla de PCR” [2,5p1 de buffer PCR 10X, 0,5 pl de una mezcla de dNTP's (10 mM de
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cada uno), 2 pl de mezcla de partidores (25 pM de cada partidor), 1ul de MgCl, (50
mM) y 0,5ul (1U) de Taq polimerasa]; el volumen final se ajusté con agua libre de
nucleasas. La amplificacidn se realizé en un termociclador GeneAmp PCR system 2700
(Applied Biosystem) bajo las siguientes condiciones: denaturacién inicial a 94°C por 5
min; 35 ciclos de denaturacién a 94°C por 30 s; hibridacién a 55 °C por 30 s y
polimerizacién a 72 °C por 3 min. Se adicion6 una etapa final de polimerizacion a 72 °C
por 10 min. Los controles negativos de la reaccién se realizaron sin DNA molde y se
llevaron a cabo simultdneamente. Los productos de amplificado se separaron
electroforéticamente en geles de agarosa al 1,5% en buffer TAE (44,5 mM Tris, 44,5
mM dcido bérico, ImM EDTA, pH 8.0) que contiene bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y se
fotografiaron en un transiluminador-UV. Los tamafios de los amplicones fueron
estimados en relacién a los marcadores de peso molecular 100 pb y 1 Kb, usando el

programa Kodak 1D Science (Kodak scientific Image System).

2.2.1.0 Purificacién productos de amplificado: Los productos amplificados que fueron
secuenciados en nuestro laboratorio se purificaron utilizando el kit “UltraClean DNA

Purification™ signiendo las especificaciones para este producto.

2.2.1.1 Secuenciacién automdtica de DNA y andlisis de datos: Los productos
amplificados se enviaron en placas de 96 pocillos y fueron secuenciados en Macrogen
Inc (Seil, Corea), a través de su servicio de secuenciacion automdtica. Las secuencias
fueron corregidas y re-secuenciadas, cuando fue necesario, en el secuenciador

automatico Genetic analyzer 3100 Avant (Applied Biosystem), utilizando el Kit de
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secuenciacion Dynamic Termination Cycle. Los datos de secuencias se analizaron en el
programa BioEdit Sequence Alingment Editor version 7.0.5.2 (Hall, 1999), los
alineamientos de secuencias se realizaron en el programa Clustal W (Thompson y cols.,
1994) que viene incorporado dentro del programa MEGA versién 5.0 (Tamura y cols.,

2011) a través del cual se realizaron los arboles filogenéticos.
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3. Resultados

3.1 Aislamiento de levaduras

3.1.1 Muestras de suelo

Las distintas suspensiones de las muestras de suelo del territorio Antdrtico
chileno, fueron sembradas en placas con medio YM suplementado con glucosa al 2% vy
cloranfenicol para inhibir el crecimiento bacteriano. Triplicados de las placas fueron
incubadas a 4, 10, 15 y 22°C debido a que distintas levaduras poseen temperaturas de
crecimiento diferentes, por lo tanto con este procedimiento se intenté aislar la mayor
cantidad de levaduras posibles. Las placas se inspeccionaron diariamente y en cuanto se
desarrollaba una colonia esta era de inmediato transferida a una placa YM fresca, e
incubada a la misma temperatura de la placa de origen. Derivado de este proceso se
obtuvieron numerosos aislados de levaduras las cuales se caracterizaron de acuerdo a las
caracteristicas macromorfolégicas de su colonia (Figura5): color, textura, borde, tamafio,
elevacion, forma, superficie y comportamiento con la luz. De esta forma se obtuvieron

64 grupos de aislados, de los cudles 37 grupos quedaron compuestos sélo por un aislado.
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Figura 5: Levaduras aisladas desde muestras de suelo. Se muestran los aislados con
diferencias macromorfoldgicas importantes, como lo son el color y el tamafio de la
colonia.
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3.1.2 Muestras de Agua

Se procedié de la forma descrita para las muestras de suelo en cuanto el
desarrollo de colonias y subcultivos. Las levaduras aisladas fueron menos numerosas en
comparacion a las muestras de suelo (Figura 6). Especialmente, muy pocas levaduras
fueron aisladas desde agua marina, como las muestras H2 y H6 desde las cuales se
obtuvo un y ningun aislado, respectivamente. De las muestras de agua dulce se obtuvo
una mayor cantidad de levaduras aisladas que de las muestras de agua marina, sin
embargo la diversidad de los aislados en ambos casos fue menor a la reportada a partir
de muestras de suelo. En la tabla 1 se resumen los grupos macromorfoldgicos obtenidos

y el nimero de aislados presentes en cada uno de ellos para las muestras de suelo y de

agua.

A partir de la agrupacion realizada se seleccionaron aislados representativos de
cada uno de ellos en base al origen y tipo de muestra desde 1a que se aislaron (suelo o

agua) para ser caracterizados molecularmente.
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Figura 6: Levaduras aisladas desde muestras de Agua. Se rayaron colonias de levaduras
en placas medio rico YM y fueron incubadas a distintas temperaturas.
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Tabla 1. Grupos macromorfolégicos.

Color Textl.ira . Forma " " Borde

Mucosa 33 Circular 29 Liso 29
Irregular 4 Liso 3
Naranjo 46 Encorvado 1
Cremosa 10 Ovalada 1 Liso 1
Circular 8 Liso 7
Filamentoso 1
Puntiforme 1 Liso 1
Dura 3 Circular 3 Filamentoso 3
Amarillo 4 Dura 1 Circular 1 Liso 1
Cremosa 3 Circular 3 Liso 3
Mucosa 72 Circular 61 Liso 57
Filamentoso 4
Blanco 149 Irregular 11 Liso 8
Filamentoso 1
Encorvado 2
Circular 64 Liso 60
Cremosa 77 Filamentoso 4
Puntiforme 12 Liso 12
Irregular 1 Liso 1
Mucosa 6 Circular 5 Liso 5
Translucida 9 Puntiforme 1 Liso 1
Cremosa 3 Puntiforme 2 Liso 2
Circular 1 Liso 1

Se muestran las caracteristicas de las colonias que fueron utiles en la agrupacion y el nimero de
aislados dentro de cada grupo.
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3.2. Identificacién molecular de los aislados
3.2.1. Extraccion DNA Gendmico.

Inicialmente y debido a la diversidad de aislados obtenidos fiie necesario
desarrollar un protocolo eficiente de extraccion de DNA gendmico, ya que la
composicidn de las paredes celulares de las levaduras es distinta y por lo tanto el
rendimiento en cuanto a cantidad y calidad del DNA genomico obtenido varia de
acuerdo a la “dureza” de la pared de cada uno de ellos. Este pardmetro se evalud
indirectamente como la “textura” de la colonia con un asa microbioldgica curva,
clasificdndolas como cremosas, mucosas o duras.

Como primer paso se evalué el rendimiento de extraccién de DNA a partir de
“pellets celulares™ obtenidos desde placas con medio completo YM, debido a que es una
manera rapida y sencilla para extraer DNA genémico. Ademds, se infentd desarrollar un
protocolo de extraccion de DNA independiente del crecimiento de las levaduras en
medios de cultivos liquidos ya que este proceso demora varios dias, incluso semanas,
para levaduras psicréfilas estrictas. En cambio, el crecimiento de levaduras en placas
demora alrededor de una semana para levaduras psicréfilas, que crecen a 4°C, y dos o
tres dias para levaduras que crecen a 22°C. Los aislados seleccionados para evaluar
este método de extraccion fueron aquellos que presentaban caracteristicas distintivas
entre si, especialmente en cuanto a la textura de la colonia. La extraccién de DNA
genémico para los aislados escogidos desde estos tres grupos se realizé a través de
ruptura mecdnica en vortex y utilizando el kit “Wizard Genomic DNA Purification”
adquirido de Promega. Utilizando este método se obtuvieron bajas concentraciones de

DNA (figura 7A), y de baja calidad (degradacién).
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Figura 7: Extraccion de DNA genémico. Extraccion de DNA genémico desde “pellet
celulares” crecidos en placa (A) y liquidos (B). Se utilizaron distintos aislados que
presentan diferencias en la textura de las colonias: “duras” (1 y 2), mucosas (3 y 4) y
cremosa (5). M: marcador de peso molecular A/ Hind II1.
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Se busco mejorar los rendimiento de DNA gendémico, variando los tiempos de
agitacién en vértex y utilizando un moledor de células, pero en ninguno de los casos se
obtuvieron resultados satisfactorios (datos no mostrados).

Debido a los malos resultados obtenidos con levaduras desde medios
semisélidos, se realizaron extracciones de DNA a partir de cultivos liquidos. Mediante
centrifugacion se obtuvieron los “pellets celulares” los cuales fueron sometidos a ruptura
mecdnica y extraccion por kit como se describié mds arriba, Las muestras de DNA
obtenidas desde cultivos liquidos resultaron ser mejores en cuanto a cantidad y calidad

(Figura 7B).

3.2.2. Amplificacion, purificaciony secuenciacion de la region ITS.

Se amplifico por PCR los espaciadores franscritos internos (ITS) del rDNA
empleando como molde el DNA gendmico aislado a partir de 81 levaduras
seleccionadas y los partidores universales ITS1 e ITS4. En la figura 8 se muesira una
fotografia de un gel de agarosa al 1,5% en donde se visualizan los amplicones obtenidos
para algunos de los aislados. Los tamafios variaron entre 350 a 650 pb, lo que es
consistenfe con lo esperado, ya que en levaduras se ha reportado que la region ITS varia
entre 300- 1050 pb (Prasad, 2005). Los 81 productos de PCR de los espaciadores
transcritos internos del rDNA fueron secuenciados por ambas hebras en Macrogen Inc
(Setl, Corea), a través de su servicio de secuenciacion automdtica. Las secuencias se
analizaron y corrigieron utilizando ¢l programa BioEdit Sequence Alingment Editor

versién 7.0.5 (Hall, 1999). Las secuencias fueron comparadas utilizando el programa
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ClustalW (Thompson y cols., 1994) y aqueilas que presentaron un 100 % de identidad
fueron agrupadas, De ésta comparacion, 56 levaduras fieron clasificadas en 11 grupos
ya que fueron 100% idénticas, mientras que 25 presentaron secuencias vinicas. Estas
secuencias, ¢l contig en el caso de los grupos, fueron sometidas a la bisqueda de
homélogos en la base de datos del “National Center for Biotechnological Information”
(NCBI, USA) utilizando el algoritmo Blastn. Los resultados obtenidos con mayor
cobertura y porcentaje de identidad son mostrados en las tablas 2 y 3. Se pudieron
identificar especies de levaduras pertenecientes a 9 géneros distintos en muestras de

suelo y a 3 géneros en muestras de agua (tabla 4).
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El género de levaduras con mayor cantidad de aislados (24) en muestras de suelo
fue el género Sporidiobolus (Grupo 9), representando el 30,4% del total de levaduras
analizadas, y fue aislado desde 13 muestras diferentes, siendo el género mds ubicuo
(Tabla 5). Todos los aislados identificados dentro de este género correspondieron a la
levadura Basidiomicete Sporodiobolus salmonicolor, demostrando de esta forma que si
bien es el género que presenta una mayor cantidad de aislados es a su vez ¢l que presenta
menos diversidad. Esta levadura fue aislada en todas las temperaturas (4, 10, 15 y 22°C)
a las cuales fue incubada, creciendo muy lento a 4°C y aumentando su velocidad de
crecimiento en funcién de la temperatura, alcanzando su temperatura 6ptima a 22°C. Por
otra parte, se obtuvieron 10 aislados pertenecientes al género Mrakia que representa el
12,7% del total de levaduras analizadas, desde 9 muestras de suelo y una muestra de
agua, siendo el tinico género que se encontrd en ambos tipos de muestras. Los 4 aislados
del Grupo 6 fueron identificados como la levadura Mrakia psychrophilia, un aislado
(T18_1_10C) como la levadura M. blollopis [descrita recientemente por Thomas-Hal y
cols. (2010)] y un aislado (T15 4C) como la levadura M. roberti. Sin embargo, los
aislados H3_4C y T29_3_4C (Grupo 5) y los aislados P2 1 4C y T23_4C (Grupo 11)
no pudieron ser identificados a nivel de especie y probablemente correspondan a las

especies M. gélida o M, stokesii.
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Se identificaron 8 aislados pertenecientes al género Crypiococcus que
corresponde al 10,4% de las levaduras analizadas. Dos de estos aislados se identificaron
como la levadura Cryptococcus victoriae, vn aislado como la levadura Cryptococcus
Terricola y un aislado como la levadura Cryptococcus gastricus. Los cuatro aislados
restantes pertenecen a este género pero no se lograron identificar a nivel de especie a
través del andlisis de secuencia de la regién ITS. Tres de estos probablemente
correspondan a la levadura C. gilvencens (Grupo 2) mientras que el aislado T2 3 10C
posee similitud de secuencia con levaduras pertenecientes a este género, pero sélo a
través del andlisis de esta regidn no es posible asegurar si esta levadura corresponde a
alguna especie previamente caracterizada o representa una especie nueva dentro de éste.

Por ofra parte se identificaron 9 aislados pertenecientes al género Rhodotorula
(11,4%). Dentro de éstos, se identificaron 3 aislados como la levadura Rhodotorula
laringys (99% de identidad), los aislados T11 2 15C y T20 1 4C (Grupo 7) tuvieron
similitud de secuencia con la levadura Rhodotorula psicrophila, pero al alinear las
secuencias obtenidas para ambos aislados se obtuvo que estas son variables en 5 pares
de bases en comparacién a las secuencias depositadas en GenBank, por lo tanto pueden
ser diferentes especies. Los restantes 2 aislados tuvieron similitud de secuencia para esta
region con levaduras de este género, pero no se lograron identificar a nivel de especie
utilizando la regién ITS como herramienta taxondmica. Dentro de este titimo grupo el
aislado T10_2_4C probablemente sea la levadura Rhodotorula laryngis debido a que
quedé agrupada en el mismo grupo macromorfoldgico que los aislados que fueron

identificados como esta levadura. Ademas, se identificaron 9 aislados (Grupo 8) como la
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levadura Leucosporidiella creatinivora anteriormente descrita como Rhodotorula
creatinivora.

También se identificaron 6 aislados que tuvieron similitud de secuencia con
levaduras pertenecientes al género Leucosporidium (7,6%), dentro de este grupo se
identificaron 3 aislados (Grupo 1) como la levadura Leucosporidium antarcticum. Los
restantes aislados (T9 3 4C, T10 1 4C, T15 1 4C) poseen similitud de secuencia con
la levadura Leucosporidium antarcticum y con una potencial nueva especie de levadura
Antértica que estd en proceso de caracterizacion por otros autores.

Uno de los géneros menos representado en las muestras de suelo fue el género
Dioszegia con 3 aislados (3,8%), dentro de este género, dos aislados presentaron
similitud de secuencia para la region ITS con la levadura Dioszegia fristingensis con un
97% de identidad nucleotidica. Al alinear las secuencias para ambos aislados se observa
una diferencia de 20 pares de bases en esta regién, sugiriendo que ambos aislados
corresponden a dos levaduras diferentes. Por otra parte el aislado T29 4 4C no se logré
identificar a nivel de especie debido a la alta similitud a nivel de secuencia para esta
regién entre las levaduras Dioszegia aurantiaca y Dioszegia crocea. El género menos
representado fue Metschnikowia dentro del cual se identificé un aislado como la

levadura Metschnikowia bicuspidata (1,3%).

Desde muestras de agua se lograron identificar levaduras pertenecientes a las

especies Wickerhamomyces (Grupo 10) y Candida sake (H14_1_4C).
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Los aislados T17_1_22C y T17_2_22C (Grupo 3) y, T11 1 _15C y T27 7 4C
(Grupo 4) pertenecen al phyllum Ascomicete, pero no se lograron identificar a nivel de
género ni de especie utilizando la regién ITS como herramienta taxonémica. Si bien
estos aislados fueron agrupados de acuerdo a su secuencia ITS, al analizar las
caracteristicas macroscopicas de la colonia de estos aislados se observa claramente que

no corresponden a la misma levadura (Figura 9).

T17 2 22C T27 6 4

Figura 9. Levaduras identificadas como Ascomicetes. En estas fotografias se aprecian
las caracteristicas distintivas entre los 4 aislados, como lo son: el color, forma y el
tamano de las colonias.
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Para validar los resultados obtenidos a través del algoritmo blastn, se alinearon
las secuencias obtenidas a través de Clustal W (Thompson y cols., 1994} y se construyé
un cladograma con el fin de ilustrar las relaciones filogenéticas para levaduras
Basidiomicetes (Figura 10). Todas las levaduras pertenecientes a un mismo género
quedaron agrupadas dentro del mismo clado en el drbol filogénetico, resultado
congruente con respecto a la identificacion realizada a través de la herramienta blastn. Si
observamos la Figura 10, se confirma que los aislados pertenecientes al uno, seis, ocho y
nueve corresponden a las levaduras L. antarcticum, M, psychrophila, L.creatinivora y
S.salmonicolor (respectivamente) ya que el alineamiento de sus secuencias consensos
con respecto a la secuencia Genbank con la que presentaron el mayor porcentaje de
homologia, quedaron agrupadas dentro del mismo clado.

Si bien, a partir de la secuenciacion de los partidores transcritos internos y
comparacién con las secuencias disponibles de esta regién se logré identificar el 67% de
las levaduras analizadas, hubo 17 levaduras que no se lograron identificar a nivel de
especie y 10 levaduras a nivel de género. Por ello, se procedié a utilizar otro marcador
genético que ha mostrado ser 1til en taxonomia de levaduras, como lo es la regién

D1/D2.
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Figura 10. Cladograma Neighbor- Joining de secuencias ITS obtenidas de levaduras
Basidomicetes comparadas con secuencias depositadas en Genbank. Este andlisis fue
realizado con el modelo Jukes- Cantor, con un andlisis de Bootstrap (1000).
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3.2.3 Amplificacion, purificaciony secuenciacion de la region D1/D2,

Se seleccionaron 22 aislados que no se lograron identificar previamente a través
del andlisis de las secuencias ITSs. Para la amplificacién se utilizaron los partidores F63
y LR3 y las condiciones de PCR y purificacion fueron las que se mencionaron
anteriormente en el analisis de la region ITS1- 5.8S. ITS2 Los resultados obtenidos para
las levaduras analizadas se muestras en la tabla 5.

La secuenciacion de esta region permitio identificar 11 levaduras a nivel
de especie que previamente no se lograron identificar a través de los ITSs. Dentro de
este grupo, 5 levaduras pertenecieron al género Cryptococcus, identificindose 2
aislados como la especie Cryptococcus gilvescens, 1 aislado como la especie
Cryptococcus terricola y 1 aislado como la especie Cryptococcus watticus. También, se
identificaron 4 aislados como Rhodotorula glacialis. El aislado T10 2 4C se identificé
como la levadura Rhodotorula laryngis, diferencidndolas de otras especies dentro de este

género. También el aislado T29_4_4C se identificé como la levadura Dioszegia crocea,

logrando discriminar entre ésta y la levadura Dioszegia aurantiaca.
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Existieron 7 aislados que no se lograron identificar a nivel de especie utilizando
tanto el andlisis de regién ambos marcadores genéticos. Dentro de estas levaduras, 4
aislados tuvieron similitud de secuencia con levaduras pertenecientes al género Mrakia,
pero no fue posible discriminar entre las 5 especies previamente descritas dentro de este
género. El aislado T18 1 _10C que tuvo 100% de identidad de secuencia con la levadura
M blollopis para la region ITS presentd similitud de secuencia con la levadura M. gelida
para los dominios D1/D2, pero con un 99% de identidad de secuencia. En Ia base de
datos de GenBank no se encontraron secuencias para la region D1/D2 de la levadura M.
blollopis, por lo tanto no se puede analizar si este aislado presenta mayor homologia con
esta levadura o con la especie M. gélida para esta region. Ademds, hubo dos aislados
(T9_3_4C y T10_1_4C) que no se lograron identificar si correspondian a la levadura
Leucosporidium antarticum o pertenecian a una nueva especie de levadura antdrtica
utilizando ambas regiones del tDNA. Por otra parte ¢l aislado T10_1 22C representa
una potencial especie nueva dentro del género Rhodotorula ya que no se logrd
identificar a nivel de especie utilizando los espaciadores transcritos internos y los
dominios D1/D2 del rDNA.

‘I"or tltimo, se utiliz6 esta regidn para identificar 4 aislados que por andlisis de Ia
region ITS corresponden a levaduras Ascomicetes presentando 99% de identidad de
secuencia con la misma secuencia depositada en GenBank pero morfolégicamente son
levaduras distintas. Los resultados obtenidos de 1a secuenciacion de los dominios D1/D2
para estos aislados sugieren que estas levaduras corresponden a la especie Candida

davisiana.
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4. DISCUSION

Una de las principales dificultades en el estudio de levaduras ambientales es la
gran cantidad de aislados que se pueden obtener, de los cuales muchos corresponderdn a
la misma levadura. De las caracteristicas macromorfoldgicas utilizadas para su
clasificacion inicial, el color, forma y textura fueron claves, mientras que propiedades
como el tamafio, elevacion, y olor, no aportaron a la discriminacién de los diferentes
aislados. De esta forma se pudo acotar la cantidad de aislados a grupos, seleccionando

representantes de cada grupo para los analisis moleculares.

Un paso importante en la caracterizacion molecular de las levaduras es la
obtencion de DNA de “buena” calidad en cuanto a la cantidad e integridad, lo que a su
vez estd directamente relacionado con la eficiencia de ruptura celular. Los aislados
obtenidos por nosotros presentaron diferentes texturas, caracteristica que estd
relacionada con la composicidn de sus membranas y pared celular, que incidird en su
susceptibilidad a la ruptura. Se evalué la extracciéon de DNA desde cultivos en medios
semisélidos o liquidos, observindose mejores rendimientos con células obtenidas desde
cultivos liquidos. La razén por la cual los rendimientos de extraccion de DNA genémico
a partir de cultivos liquidos siempre fiie mayor se debe a que los “pellet celulares”
obtenidos a partir de cultivos liquidos poseen células mds frescas que las células
mantenidas en placas y por lo tanto la composicién de la pared celular de estas son
menos resistentes a la ruptura que estas tltimas. En células crecidas en medio
semisolido, es necesario el desarrollo de alta biomasa/desatrollo de colonias que en su

mayoria se encontraran en fase estacionaria, lo que concuerda con reportes previos en
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donde se ha demostrado que células levaduriformes en fase estacionarias de crecimiento
aumentan tanto el espesor de su membrana como también la resistencia a degradacién de
esta debido a cambios en la composicion de sus membranas (Werner-Washburne y

Cols., 1993).

De los géneros identificados en este trabajo, siete pertenecieron a levaduras
Basidiomicetes (Sporidiobolus, Mralia, Leucosporidium, Rhodotorula,
Leucosporidiella, Crypfococcus y Dioszegia) mientras que tres correspondieron a
levaduras Ascomicetes (Candida, Wickerhamomyces y Metschnikowia). Este resuitado
es congruente con reportes previos de aislamiento de levaduras en zonas frias del planeta
en donde se demostrd que el phyllum Basidomicete es el grupo predominante en estos
entornos, gracias a sus habilidades de proliferar y sobrevivir bajo condiciones de estrés
(Shivaji y Prasad, 2008). La mayoria de estos géneros han sido descritos desde Territorio
Antdrtico con anterioridad con excepcion del género Sporidiobolus y Wickerhamomyces
(Tabla 6) demostrando de esta manera que la microbiota de levaduras presente en la Isla
Rey Jorge no es significativamente diferente a otras zonas dentro de este continente. En
la Tabla 6 se observan las especies identificadas en este estudio y los lugares desde los
que han sido aisladas. Se observan 6 especies reportadas en este estudio que no se han
descrito desde territorio antirtico, hecho que pone de manifiesto que la microbiota de
levaduras de este continente aiin es desconocida. A continuacién se analizard cada

geénero descrito en este trabajo.
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Género Sporidiobolus.

Como se mencioné anteriormente se identificaron 24 levaduras como la especie S.
salmonicolor encontrdndose presente en 13 sitios de muestras de suelo. Si se observa la
Tabla 4 se aprecia que los aislados identificados como esta levadura se encuentran
distribuidos uniformemente a lo largo de los sitios de muestreo y no se localizan en
algunos puntos de la Isla. Las temperaturas registradas en el momento que se
recolectaron las muestras variaron desde 0,8 a 11°C para los sitios desde los cuales se
aislé esta levadura (Tabla 1). Por ofra parte se obtuvieron aislados de esta especie en
todas las temperaturas de incubacién utilizadas (4, 10, 15 y 22°C), por lo tanto esta es
una especie de levadura psicrotolerante ya que fue capaz de crecer a bajas temperaturas
(menores a 15°C) pero su temperatura 6ptima de crecimiento es cercana a 22°C. No
existen antecedentes que describan aislados de esta levadura en regiones frias del planeta
(Tabla 7) o en la Antdrtica. Este descubrimiento abre nuevas posibilidades para analizar
y evaluar el aporte de esta especie de levadura al ecosistema Antartico, mas atin siendo
la especie predominante en este estudio. Al ensayar las temperaturas de crecimientos de
las levaduras identificadas en medio semisélido se observé que la levadura
S.salmonicolor es capaz de esporular en todas las temperaturas que fue incubada, es
mds, colonias satélites de esta levadura invadieron por completo las placas de cultivo
inhibiendo el crecimiento de los restantes aislados. Esta cualidad harfa a esta levadura
una mejor competidora y por ende explica en parte porque fue la especie mds ubicua

dentro de este estudio.
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Género Mrakia

Se identificaron 10 levaduras pertenecientes a este género en 8 muestras de suelo y 1
muestra de agua. Las temperaturas de las muestras de las cuales se aislaron levaduras de
este género variaron desde 1,7° a 7,9 °C, lo que se corresponde con las temperaturas a
las cuales crecen estas levaduras (entre 4 y 15 °C) con un mayor crecimiento a 4°C (Ver
anexo). Esto estd de acuerdo con reportes previos (Xio y Zhou, 2007; Thomas-Hall y
cols, 2010) en los que se observo el crecimiento de levaduras pertenecientes a este

género a temperaturas bajo 15°C.

Mediante la comparacion de las secuencias ITSs, 4 aislados fueron identificados
como Mrakia psychrophila, levadura reportada previamente desde este mismo tipo de
muestras en el territorio Antdrtico (Xio y Zhou, 2007). Sin embargo, el perfil de
asimilacion de fuentes de carbono (Rozas, 2011} de uno de estos aislados mostré ser
diferente, Io que sugiere que serfa una levadura distinta. Este tipo de pruebas fisiolégicas
han sido empleadas tradicionalmente en taxonomia de levaduras y se han ido dejando
de utilizar a medida que se posee mayor informacion a nivel de secuencias de distintos
organismos. Sin embargo, con este tipo de resultados se demuestra que atin es necesario
complementar la tipificacién molecular con la taxonomia cldsica de levaduras para poder
identificar correctamente distintas levaduras a nivel de especie. Por otra parte, los
aislados T18_1_10C y T15_4C se identificaron como las levaduras M. Blollopis y M.
robertii, tespectivamente a través del andlisis de secuencia de la regién ITS. Sin

embargo, el aislado T18_1_10C se identificé como la levadura M.gelida al secuenciar
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los dominios D1/D2. Entonces surge la problematica que utilizando dos regiones del
rDNA se identific6 la misma levadura como dos especies distintas. Al observar el perfil
de temperaturas de crecimiento para el aislado T18_1_10C se aprecia que fue capaz de
crecer a 22°C (Ver anexo) a diferencia de las restantes levaduras dentro de este género.
Un resultado similar obtuvo el grupo de Tomas-Hall y colaboradores (Thomas-Hall y
cols, 2010), que demostré que la temperatura dptima de crecimiento para la levadura
M. blollopis fue enfre 15-18°C y su temperatura maxima de crecimiento fue 20°C. Estos
resultados sugieren que el aislado T18_1_10C probamente corresponda a la especie
M.blollopis y no a la levadura M.gelida debido a que la primera es la tnica especie

dentro del género que es capaz de crecer a temperaturas cercanas a 20°C.

Los restantes 4 aislados no se lograron identificar a nivel de especie usando las
secuencias ITS y D1/D2, por lo que pueden corresponder a algunas de las otras 5
especies dentro de este género (M. frigida, M. gelida, M. stokesii, M. nivalis, M.
curviuscula), o bien pueden corresponder a una especie nueva. La sistemdtica dentro de
este género se encuentra constantemente en revision, ya que en trabajos anteriores se ha
demostrado que las levaduras M. nivalis y M. frigida y por otra parte las levaduras M.
stokesii y M. gélida poseen 100% de identidad para la regién ITS, no logrindose
diferenciar entre ellas a través de ésta (Diaz y Fell, 2000). Ademds, se ha demostrado
que las secuencias de los dominios D1/D2 para estas 4 especies tienen 100% de
identidad de secuencia, siendo una caracteristica dentro de este género (Tomas- Hall y
cols., 2010). Estudios fisioldgicos lograron separar dos especies dentro del género

Mrakia (M. nivalis y M. gélida) de acuerdo a las fuentes de asimilacién de nitrégeno y
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de carbono (Fell y Statzell-Tallman, 1998) por lo tanto seria una interesante
aproximacidén para poder identificar definitivamente los aislados obtenidos en este
estudio.

Por ultimo, todas las especies de este género han sido aisladas desde regiones
frias del planeta: desde muestras de suelo y agua dulce en territorio antartico (Di menna,
1960; Xio y Xhou, 2007), desde muestras de sedimento glaciar y de hielo en los Alpes
Italianos (Margesin y cols., 2002; Turchetti y cols., 2008). Por lo tanto, la identificacién
definitiva a nivel de especie de los aislados obtenidos en este estudio aportarfa al
conocimiento sobre las especies presentes en este tipo de ambientes y su participacién en

los procesos bioldgicos de estos ecosistemas.

Género Dioszegia

Se obtuvieron dos aislados que presentaron similitud de secuencias para la regién
ITS con la levadura Dioszegia fristingensis. Este porcentaje de similitud de secuencia
fue s6lo de un 97% de identidad para los espaciadores transcritos internos, por lo tanto
ambos aislados son potencialmente nuevas especies. El género Dioszegia estd
constituido por 13 especies de las cuales la mayoria han sido aisladas desde hojas de
plantas (Wang y cols., 2008; Indcio y cols., 2005), pero recientemente se han descrito
dos nuevas especies (Dioszegia antarctica sp. nov. y Dioszegia cryoxerica sp. nov.)
aisladas a partir de muestras de suelo desde el valle “Taylor” ubicado en “South Victoria
Land” del continente Antdrtico (Connell y cois., 2010). Al alinear las secuencias de los

aislados T9_15C y T11_2 10C con la secuencia de la regién ITS de la levadura
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Dioszegia antdrctica spnov se obtuvo 13 y 24 nuclebtidos de diferencia,
respectivamente. Cuando se alinearon las secuencias de estos aislados con la levadura
Dioszegia cryoxerica sp.nov se obtuvo una diferencia de 49 pares de bases con el
aislado T11 2 10C y de 59 pares de bases con el aislado T9_15C. En base a estos
antecedentes ambos aislados representan nuevas especies de levaduras aisladas desde
este territorio y para describirlos formalmente habria que realizar pruebas fisioldgicas

empleadas en taxonomia cldsica de levaduras.

Dentro de este género se identificd un aislado que presenté similitud de
secuencia con las levaduras Dioszegia aurantiaca y Dioszegia crocea, pero no se logrd
identificar a que especie pertenecian debido al bajo polimorfismo que presentan ambas
especies dentro de la region ITS. Posteriormente, esta levadura se identificé como la
especie Dioszegia crocea a través de la secuenciacién de los dominios D1/D2 dentro del
rDNA 268. La asignacion de que este aislado corresponde a esta especie demuestra que
en algunas levaduras la region de los dominios D1/D2 presenta un mayor polimorfismo
a nivel nucleotidico que los espaciadores transcritos internos y por esta razén es que
tradicionalmente se utilizan ambas regiones en identificacién molecular de levaduras,
Esta serfa la primera levadura de esta especie reportada desde territorio antértico ya que

a la fecha sélo ha sido aislada desde otras regiones fifas del planeta como Ucrania ¢

Islandia (Takashima y cols., 2001).
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Género Rhodotorula

Se lograron identificar 6 aislados a nivel de especie pertenecientes al! género
Rhodotorula utilizando la region ITS y dominios D1/D2 como herramienta taxondmica,
Dentro de estos aislados, 4 levaduras se identificaron como la levadura Rhodotorula
Laryngis y 2 aislados se identificaron como la levadura Rhodotorula glacialis. La
levadura Rhodotorula Laryngis ha sido reportada desde territorio antartico (Connell y
col., 2008) y desde otras regiones frias como Noruega (Reiersol, 1955). La levadura
Rhodotorula glacialis ha sido aislada previamente desde los Alpes austriacos a partir de
muestras de suelo (Margesin y cols., 2007), pero no se han reportado aislados de esta
levadura en ofras regiones frias del planeta. Esta levadura (CBS 10436) es un
microorganismo psicrofilico ya que se reporté que fue capaz de crecer a 4, 10 y 15°C
pero no fue capaz de crecer a 22°C. Estos resultados se corresponden con los datos
obtenidos en nuestra investigacién (Ver anexo), ya que los aislados identificados como

esta levadura presentan el mismo patrdn de crecimiento.

Por otro parte el aislado T10_1_22C no se logré identificar utilizando la regién
ITS y los dominios D1/D2. Si bien presenté un 97% de identidad nucleotidica con la
levadura Rhodotorula laryngis, existen diferencias macroscopicas importantes. Por
¢jemplo, las colonias de R. laryngis son de color rosado, en cambio nuestro aislado
presentd colonias de color naranjo; las colonias de R, laryngis poseen textura mucosa a
diferencia del aislado T10_1 22C que presentd colonias “duras”. Estas evidencias

sugieren que nuestro aislado seria una nueva especie dentro de este género. Del mismo
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modo los aislados T11_2 15C y T20_1_4C que por similitud de secuencia tanto para la
region ITS como para los dominios D1/D2 corresponderian a la levadura R.
psychrophila aislada previamente desde los Alpes austriacos a partir de muestras de
suelo (Margesin y cols., 2007), poseen diferencias en las temperaturas de crecimiento
(Ver anexo) en comparacion a la levadura R. psychrophila (CBS 10440), sugiriendo que

estos aislados pueden corresponder a nuevas especies.

Género Leucosporidiella

Se identificaron 9 aislados como la levadura Leucosporidiella creatinivora
presentando un 100% de identidad de secuencia entre ellas para la regién ITS. Esta
levadura ya ha sido aislada desde regiones frias del planeta a partir de muestras de suelo
en Islandia y Siberia (Sampaio y cols., 2003) y desde muestra de agua de glaciares de la
Patagonia argentina (De Garcia y cols., 2007). Por lo tanto estos aislados corresponden a

las primeras levaduras identificadas como esta especie desde territorio Antérctico.

Género Leucosporidium

El género Leucosporidium ha sido reportado desde glaciares del drtico (Butinar y
cols., 2007), desde glaciares en los Alpes italianos (Turcl;etti y cols., 2008), desde
glaciares de la Patagonia argentina (De Garcia y cols., 2007) y a partir de muestras de
suelo desde “South Victoria land” en Ia Antirtica (Connell y cols., 2008). Es mds, en

este trabajo fue uno de los géneros con mayor cantidad de especies reportadas,
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representando el 22% de las levaduras identificadas. En nuestra investigacién se
identificaron 3 aislados pertenecientes a este género, que correspondieron a la especie

Leucosporidium antarcticum. Como su nombre lo indica esta levadura ha sido aislada

previamente desde territorio antdrtico, especificamente a partir de muestras suelo (Fell y

col., 1969). Posteriormente, esta levadura ha sido reportada desde otras regi(%nes frias de

|
planeta siendo Ia especie mds ubicua dentro de este género (Connell y cols., 2008; De

Garcia y cols., 2007; Turchetti y cols.,, 2008). Al alinear las secuen#:ias de los

espaciadores transcritos internos obtenidas en nuestros estudios con las| secuencias

depositadas se obtuvo un 100% de identidad nucleotidica para esta regién,
|

!

Tres de nuestros aislados presentaron similitud de secuencia tanto para IE% regién ITS
como para los dominios D1/D2 con la levadura L. antarcticum 'y con:|una nueva
levadura antirctica. No fue posible diferenciar estas levaduras al utiilizar estos
marcadores moleculares como herramienta taxénomica debido a que tienen l:m 100% de
identidad de secuencia para ambas regiones. Un punto problemdtico den:tro de esta
proceso de identificacion fue que esta nueva especie de levadura antércticai no ha sido
descrita formalmente sino que sélo se publicaron las secuencias nucleotl’idicas de la

|
region ITS y de los dominios D1/D2, Para comprobar si las levaduras obten;idas en esta
investigacion corresponden a levaduras pertenecientes al género Leucospo%*idium serd
|
necesario caracterizarlas de acuerdo a las caracteristicas propias del género (Fell y cols.,

1969). i
{
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Género Cryptococcus

Se identificaron 8 levaduras pertenecientes a este género correspondientes al 10,4%
del total de levaduras identificadas. Dentro de estas levaduras se identificaron dos
aislados como la levadura C. victoriae observando un 100% de identidad nucleotidica de
estos aislados para la regioén ITS. Esta levadura fue aislada a partir de muestras de suelo
desde la isla Victoria y desde muestras de suelo en el valle Liquen desde territorio
antartico (Montes y cols., 1999), por lo tanto probablemente los aislados obtenidos
correspondan a esta levadura. Por otra parte se identificaron 3 aislados como la levadura
C. gilvescens y un aislado como Ia levadura C. ferricola. La primera fue aislada desde
muestras de hielo desde los Alpes italianos y la segunda ha sido aislada desde Islandia
{(Turchetti y cols., 2008), pero ambas no han sido reportadas desde el continente
antartico. Por ultimo, se identifico un aislado como la levadura C. watticus descrita

previamente en territorio antértico (Guffogg y cols., 2004).

Géneros Wickerhamomyces, Candida y Metschnikowia

Se identificaron 3 aislados como la levadura Wickerhamomyces anomalus y 1
aislado como la levadura Candida sake. El género Wickerhamomyces fue descrito por
primera vez por Kurtzamn y colaboradores en el afio 2008 en un trabajo en donde se
abordo la sistemdtica dentro del género Pichia. A partir de este trabajo las levaduras
Willia anomala, Hansenula andmala, Pichia andmala y Endomyces anomalus se

consideran sinénimos de la levadura Wickerhamomyces anomalus. No se han reportado
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aislados de estas especies en territorio antértico ni tampoco son géneros de levaduras que
se encuentren habitualmente en este continente (Shivaji y Prasad, 2008). Por lo tanto, es
la primera vez que se identifican aislados como la levadura Wickerhamomyces anomalus
desde territorio antirtico. Por otra parte la levadura Candida sake ha sido aislada desde
muestras de suelo, agua dulce y agua de mar en el continente antirtico. El aislado
identificado como esta especie de levadura tuvo 100% de identidad de secuencia para la
regién ITS con secuencias depositadas en Genbank para esta especie, por esta razén es
que probablemente corresponda a esta levadura. También se identificé una levadura
como la especie Metschnikowia bicuspidata que a la fecha no ha sido descrita desde

regiones frias del planeta.

Por ultimo, se identificaron 4 aislados como pertenecientes al phylium
Ascomicete a través del anilisis de secuencia de la regién ITS, pero al identificar los
mismo aislados utilizando los dominios D1/D2 se identificaron como la levadura
Candida davisiana. Como se desprende claramente de estos resultados, no fie posible
identificar molecularmente estos aislados como pertenecientes a alguna especie de
levadura ya que utilizando dos regiones del rDNA se obtuvieron dos resultados distintos.
Ademss, como se mencioné anteriormente estas levaduras poseen caracteristicas
macromorfologicas diferentes entre si, sugiriendo que corresponden a levaduras
distintas, Por lo tanto, para una correcta identificacién de ambas levaduras serd necesario

otro tipo de caracterizacion, por ejemplo a nivel bioquimico o fisiolégico.
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5. CONCLUSIONES

1.- Del total de las levaduras identificadas, el 93% correspondieron a levaduras

Basidomicetes mientras que el 7% restante correspondieron a levaduras ﬁ|&scomicetes.

Dentro de las levaduras Basidomicetes los géneros predominantes fueron Crgfptoccocus,

Mrakia, Rhodotorula y Sporidiobolus. Ademds, este es el primer trabajo tian donde se

reporta el aislamiento de levaduras pertenecientes a los géneros Sporiidiabolus y

. 1
Wickerhamomyces desde territorio antartico.

2.- Se identificaron 16 especies de levaduras utilizando la regién ITS y It.i)s dominios

D1/D2 del tDNA como herramienta taxondmica. Dentro de estas 16 ;especies se
identificaron 9 especies de levaduras que no han sido reportadas desd;e territorio

antirtico.

3. Se lograron diferenciar 7 aislados a nivel de especie utilizando los dominios D1/D2

del tDNA que no se lograron identificar a través de la regién ITS. Por lo tanto, esta

region es una herramienta taxondmica util en identificacién molecular de levaduras

siendo complementaria a la regién ITS. |

4.- Si bien la identificacidon de levaduras utilizando el rDNA como herramienta

taxonomica permitié identificar 61 levaduras (77%), 18 aislados no sf.e lograron

identificar a nivel de especie. Por lo tanto, otros tipos de estudios serdn necesarios para

|
identificar correctamente a estas levaduras.
i
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6. PROYECCIONES

Este trabajo es una investigacion pionera en el estudio de la mi:crobiota de
levaduras del territorio antdrtico chileno y sienta las bases para estudios p?osteriores a
realizar dentro de este campo. Algunas levaduras no se lograron identificar a través de
los andlisis moleculares realizados, por lo tanto seria interesante poder ide:ntiﬁcarlas a
nivel de especie, utilizando otro marcador molecular o realizando ensayos bi(:Jqufmicos y
fisiolégicos. Ademds, en este trabajo se reportaron especies de Iev;aduras que
previamente no se habfan identificado desde territorio antdrtico. Este hallazgo abre las
puertas a investigar estas levaduras desde un punto de vista ecolc')gico;, que seria

descubrir ;cudl es el aporte de estas levaduras a este ecosistema? y desde un punto de

vista biotecnoldgico, estudiar ;Cudles son las posibles aplicaciones biotecniolégicas de
i

estas levaduras?.

- tr——

Por ultimo, identificar las levaduras a nivel de especie abre las puertas para otro
tipo de estudios mds aplicados, como evaluar la: produccién de enzimas extracelulares,
produccién de pigmentos o posible produccién de micosporinas por algunas de estas

|

levaduras,
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Nombre | T (*C) | Altura (m)
T1 1,3 34
T2 2,6 0
P2 2,06 5
TS 1,7 12
T6 1,7 12
T7 2,3 33
T8 0,2 32
T9 2 29

T10 0,4 49
TI11 11,6 -6
T12 10,7 6
T13 11 64
T14 7,9 66
T15 4.4 74
TI6 3.8 101
T17 3.9 43
T18 5,6 22
T19 5 27
T20 3,1 78
T21 0,8 84
T22 6,8 31
T23 7.4 7
T24 11,9 8
T25 4,8 2
T26 3.6 30
T27 10,2 19
T28 8,2 27
T29 3,08 20
T30 1,4 39
T31 1,1 81
T32 9,2 NM
T33 7.4 NM
T34 5,8 NM
H1 9.5 19
H2 8,2 17
H3 2,6 39
H5 1,4 39
H6 2,3 26
H7 8,8 NM
HS8 538 NM
H9 10,1 NM
H10 5,8 NM
H11 6 NM
H12 2,6 NM
Hi4 ND NM
HI5 5,6 57
Hié 5,1 17
H17 3,2 182
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ND: No determinada
NM: Nivel del mar

8.2. Nombres y caracteristicas sitios de muestreo.




