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RESUREN

Los  ambientes  extremos  son  considerados  reservorios  de  biodiversidad,  y  en

ellos habitan rna gran cantidad de microorganismos que poseen caracteristicas distintas

a  sus  contrapartes  mes6filos.  Esto  ha  motivado  a realizar  investigaciones  para  aislar

microorganismos  desde  regiones  fu'as  del  planeta,  ya  que  poseen  gran  importancia

ecol6gica y posibles aplicaciones biotecnol6gicas. El continente Anfartico representa un

reservorio  microbiol6gico  poco  explorado,  reportindose  algunas  levaduras  nuevas  y

otros  aislados  que  erin  no  ham  sido  identificados.  En  el  caso  del  territorio  Antaltico

chileno, no existen estudios de la biodiversidad de levaduras presentes.

El  objetivo  de  la  presente  memoria  de  titulo  fue  precisamente  estudiar  la

microbiota de levaduras  en el territorio  antatico  chileno, para lo  oral  se recolectaron

muestras de suelo y de agua desde la isla Rey Jorge. Utilizando diferentes condiciones

de cultivo se logr6 aislar gran cantidad microorganismos, los que fueron seleccionados y

agrupados de acuerdo a sus caracten'sticas macromorfol6gicas. Aislados representativos

de cada uno de los 64 grupos obtenidos fueron identificados a nivel molecular. Para ello

se amplificaron y secuenciaron los espaciadoles transcritos intemos (ITS) y los dominios

DID2   del  DNA  ribos6mico.   Los   amplicones   obtehidos   fueron   secuenciados,   las

secuencias  analizadas  bioinformaticanente  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  g6neros  fpor!.c7J.obo/z/s,  jz*oc7o/om/cz,

Mrakia,          Cryptococous,         Leucosporidiella,         Leucosporidivm,          Dioszegia,



W!.cfer4crmom);ces,  Ccr#dz.da ); A4:etscha!.fowl.a.  La  especie  mds ubicua fue  la levadura

fporjc7!.oZJo/#s    scz/mo#z.co/or.     Previamente     no     se     habi'an    reportado     levaduras

pertenecientes a los generos  fporz.dj.oboho y Wz.cfewhcrwom}Jces desde la Ant5rtica,   es

m5s  los  aislados  identificados  como  las  levaduras  Sl.  scz/mo#!.co/or,  W.  ¢#omcz/„s  y A4:

Zw.s'cz/spz.dczfcr  corresponden  a  las  primeras  especies  (dentro  de  estos  g6neros)  aisladas

desde regiones frias del planeta.

Finalmente,  18  aislados no pudieron ser identificados usando  estos marcadores

moleculares  como herramienta taxon6mica,  indicindonos  que si bien  la identificaci6n

molecular es rna manera fapida y sencilla de identificar especies, son necesarios otros

estudios complementarios para identificar correctamente los aislados ambientales.



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 air 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 rDNA region were

amplified, sequenced and compared against NCBI database. A high percentage of the

yeast   identified   (93%)   were   Basidiomycetes.   Species   belonging   to   fporz.di.obo/#s,

Rhodotorala,  Mrckia,  Cryptococous,  Leucosporidium,  Dioszegia,  Wickerhamonyces,

Ca7ic7z.c7cz  cz#d  A4letsc¢#j.fow!.a  genera  were  identified.  We  isolated  for  the  first  time

representatives of fporJ.c7z.oZ)a/#s and Wrz.cfer%crmonyces genera fi.om the Antarctica, and

furthemore, the yeasts identifled as S. sa/mow!.co/or,  W  cr#o"a/zis cz#c7 A4  biscxpz.dcJ/cl

are the firsts isolates reported from cold regions of the planet. The most ubiquitous yeast
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was  fporj.Jz.obo/ws Era/mo#j.co/or.  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 conectly identify environmental isolates.
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INTRODUCC16N

En nuestro planeta existe rna gran variedad de climas que favorecen el desarrollo y

la sobrevivencia de diferentes organismos, pero tambien existen habitats en los cuales no

pueden o les es muy difieil 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 fri'as.

1.1.Regiones fn'as del planeta

Las dos principales zonas terrestres fri'as en el planeta son el circulo polar drtico

y  el  circulo  polar  antatico.  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 afro, siendo las regiones mas  secas del planeta. Ia

Anfartica  es  un  continente  ubicado  dentro  del  circulo  polar  antatico  y  posee  rna

superficie aproximada de 14 millones de kil6metros cundrados de los cuales s6lo un 2%

no esfa cubierto de hielo o nieve. Las caracten'sticas mencionadas la convierten en uno

de los habitats mds extremos conocidos por el hombre, con condiciones hostiles para la

vida, desde un punto de vista antropoc6ntrico.
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1.2 Microorganismos adaptados a ]a vida a bajas temperaturas

Los microorganismos que son capaces de crecer a temperaturas cercanas a 0°C  se

denominan psicr6filos. Este t6rmino ha variado a medida que se han aislado y estudiado

distintos microorganismos desde regiones fu'as. Los t5rminos psicr6filos y psicotr6picos

(originalmente    descritos   para   bacterias)    son   usados   para   designar   a   aquellos

microorganismos   "anantes   del   fu'o".   De   acuerdo   a   esta  clasificaci6n,   un  hongo

psicrofilico  es  aquel  que  puede  crecer  a  0°C,  que  tiene  rna  temperatuna  6ptima  de

crecimiento  s;15°C  y  rna  temperatura  mal[ima  de  crecimiento  S  20°C.  Un  hongo

psicotr6pico es aquel que puede crecer a 0°C y su mckima temperatura de crecimiento es

cercana  a  20°C.  Actualmente,  el  t6rmino  psicotrdpico  ha  sido  reemplazado  por  el

termino psicrotolerante, siendo los principales microorganismos aislados desde el Artico

y la Ant5rtica atobinson, 2001). Esta predominancia se debe a que en algunos pen'odos

del afro la radiaci6n solar incrementa la temperatura del suelo  sobre los  15°C en estas

regiones Q461ler y Dreyfuss,1996).

ha colonizaci6n de estos ambientes frios por microorganismos presenta rna serie

de  dificultades,  tales  como:  la  formaci6n  de  cristales  de  hielo,  la  disminuci6n  en  la

permeabilidad de la membrana,  la reducci6n de la tasa de reacciones bioqun'micas y el

incremento  en la viscosidad del medio  (Cavicchioli y Cols.,  2002).  Para  superar estas

dificultades los microorganismos han desarrollado rna serie de adaptaciones, como por

ejemplo, la presencia de 5cidos grasos  insaturados en vez de acidos 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

13



ambientes en donde la temperatura esta bajo el punto de congelamiento del agua, ya sea

evitando la formaci6n de cristales de hielo dentro de las c61ulas, o bien si los cristales se

foman, impedir el dafio durante el descongelamiento de estos. Ambas adaptaciones son

llevadas  a  cabo  por  un  tipo  de  proteinas  llanadas  anticongelantes  Qothschild  y

Mancinelli,  2001).  Sin duda uno de los procesos mas importantes para el 6xito de los

microorganismos en estos ambientes es la adaptaci6n de sus enzimas.  Se han realizado

estudios en los cuales se ha demostrado que los microorganismos psior6filos sintetizan

enzimas    extracelulares   que   metabolizan   fuentes   de   carbono    complejas,    siendo

indispeusables  en  el  reciclaje  de  nutrientes  y producci6n  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

biotecnol6gicas a`usell, 2000).

1.3. Levaduras adaptadas al fn'o

En numerosas publicaciones se ha descrito y caracterizado enzimas adaptadas

al fri'o producidas por bacterias, en cambio, existe poco conocimiento acerca de enzimas

producidas por levaduras psicr6filas (Margesin y Cols., 2001). Este es un campo activo

de investigaci6n, debido a que los ambientes extremos son considerados reservorios de

biodiversidad microbiana y por ende posibles fuentes de nuevos genes y proteinas, raz6n

por la cual se ham realizado esfuerzos para aislar levaduras desde regiones ffias de Jap6n,

los  Alpes  Italianos,  las  Montafias  de  Himalaya,  Ios  glaciares  de  agua  dulce  de  la

Patagonia Argentina y desde la Antatica @utinar y cols., 2007; De Garcia 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 emimas que puedan tener alguna aplicabilidad a nivel industrial en

procesos que requieren bajas temperaturas, como en la sintesis de compuestos orginicos

altamente  volatiles  @ergauer 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  catalltica  a  temperaturas

menores a 20 °C limita la proliferaci6n de microorganismos contaminantes y tambi6n se

disminuyen los costos de producci6n.

Derivado de estos estudios se ham aislado e identificado numerosas levaduras,

peso cque petienecen a ilnos pocos  gchoros..  Cr)ptococcus,  Mrakia,  Cystofilobasidium,

Aureobasidium,     Naganishia,     Hhodotorula,     I{hodosporidiun,      Loucosporidiella,

Dioszegia, Sporobolomyces, Udeniomyces y Candida., y un rTine[o rro desprectzit>he  de

aislados  no  ban  sido  identificados  @e  Garcfa y  Cols.,  2007,  Shivaji  y Prasad,  2008,

Turchetti y Cols., 2008).

1.4 Taxonoml'a de levaduras

El  sistema  de  clasificaci6n  corminmente  utilizado  para  la  identificaci6n  de

levaduras  se basa en el  analisis  de caracteres  fenotfpicos y criterios  fisiol6gicos,  tales

como fermentaci6n y asimilaci6n de sustratos (Kurtzman,  1994). Posteriormente, con el

desarrollo   de   la  microscopia  electr6nica   de  transmisi6n   se   describieron   las   fases

15



levadurifomes 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 trav6s  de la

sistematica clasica. For lo tanto ya no s6lo se consideran las caracten'sticas fenotipicas

para la clasificaci6n, debido a que dos levaduras de rna misma especie son nombradas

de distinta foma dependiendo del estado del ciclo de vida en que se encuentren (Orberi,

2009).  Otro  criterio  de  identificaci6n  y  clasificaci6n  de  levaduras  son  las  pruebas

fisiol6gicas   (asimilaci6n   de   compuestos   nitrogenados,   requerimientos   vitaminicos,

resistencias   a   ciclohexinida   y   temotolerancia)   y   bioquinicas   (electroforesis   de

proteinas, analisis de los patrones de isoenzimas,  minero de unidades de isopreno en la

coenzima Q, y cromatografia de acidos grasos de cadena larga de la pared celular), sin

embargo, estas ban demostrado ser poco reproducibles al depender de las condiciones de

cultivo y del estado fisiol6gico de las cepas al momento del analisis (Esteve-Zarzoso y

Cols.,   1999).     Debido  a  estas  dificultades,   se  han  desarrollado   otros  m6todos  de

identificaci6n basados en t6cnicas moleculares que tienen un mayor nivel de resoluci6n

taxon6mico y que permite complementar los m5todos convencionales de identificaci6n

antes mencionados.

1.4.1. Idendf icaci6n Molecular de leveduras

Los m6todos moleculares que se ham empleado tradicionalmente para tipificar

levaduras se basan en el estudio de las mol6culas de DNA y RNA.  La primera tecnica

molecular que se utiliz6 fue la Hibridaci6n DNA: DNA que permite resolver relaciones
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filogeheticas a hivel de especie cuando dos levaduras son muy cercanas entre si, pero no

es  capaz  de  resolver  relaciones  gen6ticas  cuando  dos  levaduras  se  encuentran  muy

alejadas  filogeheticamente  (Kurtzman,  1994).  Con  el  desarrollo  de  las  tecnologias  de

DNA  recombinante  y  secuenciaci6n  automatica  de  DNA,  han  surgido  numerosos

m6todos  de  tipificaci6n  de  levadLiras  y  que  tienen  una  mayor  resoluci6n  a  nivel  de

96nero y especie (Figura 1).
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Figura   1:   Resoluci6n   taxon6mica   de   algunas   tecnicas   usadas   en   identificaci6n
molecular  (adaptado  desde  Vandamme  y Cols.,  1996).  Iris  barras  negras  horizontales
muestran el rango de resoluci6n taxon6mico de cada tecnica.
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1.4.2 T6cnicas basedas en el DNA mclear

Existen numerosas t5chicas que emplean el DNA cromos6mico de la levadura

para identificar molecularmente  aislados desde distintos  origenes,  entre las principales

podemos   nombrar:   Polimorfismo   del   DNA   anplificado   aleatoriamente   qIAPD),

microsatelites y Analisis  de restricci6n enzimitico a trav6s  de electroforesis  en gel de

campo  pulsado  (REA-PGFE).  EI  RAPD  se  basa  en  la  reacci6n  en  cadena  de  la

polimerasa   (PCR)    utilizando   partidores    inespecificos    y   bajas    temperaturas    de

hibridaci6n, condiciones que favorecen la anplificaci6n de frogmentos polin6rficos de

DNA.  Esta  tecnica  se  ha  empleado  para  tipificar  cepas  clhicas  del  g6nero  Ca#c7z.c7cz

OVoumi y cols.,  2009),  pero  presenta el  inconveniente  de  tener baja reproducibilidad.

Los  microsat6lites  son  secuencias  repetidas  simples  e  hipervariables  presentes  en  el

DNA; estas son amplificadas mediante PCR utilizando partidores especificos para cada

tipo  de microsat6lite, por lo tanto  su reproducibilidad es mayor.  Los microsat6lites  se

ban utilizado para diferenciar cepas de la levadura Scrccharo7%}7ce5 cerew.sz.c7e presentes

en el proceso de fermentaci6n vinica (Vaudano y  Garcia-Moruno, 2008). El m6todo de

REA-PGFE   se   ha   empleado   en   la   identificaci6n   de   alslados   de   la   levadura

Ere//tz#o"}Jces b).use//e#sz.s en el proceso de producci6n de vino (Oelofse y Cols., 2009).

Este metodo  de identificaci6n molecular se basa en la digesti6n del DNA nuclear con

una  enzima  de  restricci6n  de   corte  poco   frecuente  y  la  posterior  separaci6n  por

electroforesis en gel de campo pulsado. El patr6n de bandas resultante ha demostrado ser

especifico para cepas y tiene mejor discrininaci6n que los microsatelites y el RAPD.
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Aunque   estos   m5todos   son   utiles   para   establecer   relaciones   filogen6ticas

cercanas,  no  permiten  la  identificaci6n  molecular  de  levaduras  a  partir  de  muestras

ambientales   sin   alguna   caracterizaci6n  previa.   Por   ejemplo:   si   se   comparan   dos

levaduras aisladas desde rna misma muestra y se identifican a trav6s de alguno de estos

tres m6todos, probablemente encontraremos diferencias a nivel de polimorfismos  en el

DNA,  si corresponden a dos  levaduras  distintas.  Este analisis mos revelari que  ambas

levaduras  corresponden a aislados  diferentes,  pero no  mos  entregara  como  resultado  a

que g6nero o especie pertenece cada uno de ellos. Una forma de lograr esta resoluci6n

son los m6todos de identificaci6n basados en el analisis de la secuencia de la regi6n del

DNA que contiene los genes ribos6micos (rDNA),

1.4.3 T6cnicas basadas en eL analisis del rDNA

Los DNAs ribos6micos son una herramienta taxon6mica poderosa ya que son

altamente conservados y se encuentran en la mayon'a de las c61ulas, siendo  ampliamente

utilizados  en  identificaci6n  molecular.  En  bongos,  los  genes  ribos6micos  son  zonas

repetitivas  en el DNA que se encuentran en tandem existiendo en algunos  casos  entre

100 a 200 copias de esta regi6n en el genoma (Srivastava y Schlessinger,  1991).  Cada

uhidad repetitiva  tiene  rna  extensi6n  de  entre  8  y  12  kb  y  se  subdivide  a  su  vez  en

diferentes   regiones.   Los   analisis   de   esta   regi6n   han   revelado   zonas   altamente

conservadas como son la regi6n 18S, 5,8S y 26S, y otras zonas variables como lo son los

espaciadores  transcritos  intemos  ITsl  e  ITS4  (vcr  Figura  2).  Si  bien  existen  varios

trabajos  en donde se ham utilizado esta regi6n para identificar aislados  ambientales  de
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levaduras alomo y Cols., 2010,   Ferreira y Cols., 2010, Nagahama y Cols., 2001), aun

asi existen casos en los cuales no es posible identificar correctamente aislados utilizando

analisis de secuencias de esta region.

Por otra parte existe rna regi6n en el extremo 5'  del gen que codifica para la

subunidad mayor del ribosoma llamada dominio D 1/D2, que ha demostrado ser ritil para

identificar especies  (Guadet y cols.,  1989), ya que ambos dominios presentan un gran

polimorfismo   a  nivel   de   secuencia  nucleot{dica.   El   nivel   de   resoluci6n   de   estos

marcadores ha sido evaluado tanto para levaduras Ascomicetes Q[urtzman y Robnett,

1998) como Basidiomicetes G7ell y cols., 2000). Estas investigaciones demuestran que la

mayon'a  de  las  especies  estudiadas  pueden  ser  identificadas  a  trav6s  del  analisis  de

secuencia de los dominios D1/D2, pero al igual que la regi6n ITS  existen especies que

no pueden ser identificadas utilizando  esta aproximaci6n.  En el trabajo publicado por

Scorzetti y colaboradores en el afro 2002 se compar6 la capacidad de identificaci6n de

ambas  regiones  para  450  cepas  de  250  especies  de  levaduras.  Como  conclusi6n  se

obtuvo que ambos m6todos son complementarios entre si, y si bien la regi6n ITS es mss

variable, existen casos en que especies estrechamente relacionadas fueron identificadas

utilizando los dominios D1/D2.
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i8s         sirs              2+ss                   SS           i8s        srs               25s                    5s

Figura  2:  Organizaci6n  del  rDNA  en  hongos  y  la  localizaci6n  de  los  espaciadores
transcrito intemos, adaptado desde (Srivastava y Schlessinger,1991 ).

I.5 Levaduras Antirticas.

El  primer  reporte  de  levaduras  desde  la  Antatica  se  realiz6  en  el  afro  1960

(Menna,   1960),   y   hasta   la   fecha   son   pocos   los   estudios   realizados.   El   g6nero

C;|pfococcws es el con mds especies de levaduras descritas desde esta regi6n, siendo las

especies  C.  /a#re#/z.I. )/  C.  a/bj.due  las  mas  ubiouas  (Vishniac,  1985;  Scorzetti  y  cols.,

2000;  Vishniac  y Onofri,  2002;  Thomas-Hall  y cols.,  2002a;  Thomas-Hall  y Watson,

2002b;  Shivaji y Prasad, 2009).  Cryp/ococc£4s wa/fg.c#is sp. corresponde a la especie del

genero mas recientemente descrita, la que fue identificada mediante la secuenciaci6n de

la regi6n D I/D2 y analisis comparativo de sus caracten'sticas fisiol6gicas y morfol6gicas

con otras especies del mismo g6nero (Guffogg y cols.,  2004). En estudios recientes  se

han   aislado   nuevas   especies   de   levaduras   pertenecientes   al   genero   "r4fa.a:   M.

psychrophila (Xjro y Thou, 2007). M.  robertii,  M.  blollopis y uno, level:NIB, armm6rBca

relacionada  llamada Mrafa.e//a  #I.ccomdsi.I. (Thomas-Hall  y  cols.,  2010);  y  dos  nuevas

21



especies pertenecientes  al g6nero DJ.aszegz.a: D.  a#!drc/I.ca }J D.  cryorerjca (Connell y

cols., 2010).

Las  investigaciones  realizadas  se  remitian  al  aislamiento,  caracterizaci6n  e

identificaci6n de levaduras, desde escasas muestras no representativas de rna zona y que

en muchos  casos  correspondia  a ambientes  contaminados.  S61o  en  el  afro  2008  en el

trabajo  realizado  por  Connell  y  colaboradores  (Connell  y  cols.,  2008)  se  estudi6 por

primera   vez   la   biodiversidad   de   levaduras   presentes   en   el   territorio   antatico,

especificamente en "South Victoria Land".  Los autores obtuvieron numerosos aislados

de levaduras, donde el 89% correspondieron a levaduras basidiomicetes, de las cuales el

43%  pueden  representar  especies  no  descritas,  reflejando  el  desconocimiento  de  la

microbiota de levaduras cultivables en el territorio antdrtico.

En la presente memoria de trfulo se aislaron levaduras a partir de muestras de

suelo y de agua obtehidas en la isla Rey Jorge perteneciente al territorio ant5rtico. Los

aislados   obtenidos   fueron   caracterizados   a   nivel   macro   y   micromorfol6gico   e

identificados  a trav6s  del analisis de secuencias  del espaciador transcrito  intemo, y de

los dominios D1/ D2 de la subunidad mayor de rDNA ribos6mico cuando fue necesario.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Aislar e identificar levaduras desde el territorio Antatico chileno

Objetivosespecfflcos

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

condiciones de cultivo.

•     Optimizaci6n del metodo de extracci6n de DNA gen6mico desde las levaduras.

•    Amplificaci6n por PCR del espaciador transcrito intemo del RNA ribos6mico

(ITS) y del dominio DID2.

•     Secuenciaci6n y analisis bioinformatico de los productos de anplificaci6n

obtehidos.
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2. MATERIALES Y RETODOS

2.1.Materiales

Acidos nucleicos.  Como marcador de peso molecular se utiliz6 el marcador  lkb y el

marcador de peso molecular 100 pb, ambos adquiridos de New England Biolabs.

Kits. Para la extracci6n de DNA gen6mico total  se utiliz6 el "Wizard Genomic DNA

Purification kit" adquirido de Promega. Para la filtraci6n de muestras de agua se utiliz6

la unidad "Monitor 55-Plus"" adquirida desde Millipore.

Reactivos  Quinicos. Los componentes de los medios  de cultivo o reactivos qufmicos

puntuales, se adquirieron de Sigma Chemical, Merk y Difco Laboratorios. El antibi6tico

cloranfenicol fue adquirido de Sigma.

2.2.M6todos

M6todos  de  biologl'a  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 volinenes variables (200-500 ml) se filtraron a trav5s del aparato

de filtraci6n de aguas "Monitor 55-Plus"". Este dispositivo esta 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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Figul.a 3:  Dispositivo de filtraci6n de muestras de agua "Monitor 55-Plus"", adaptado
desde (www.millipore. com).
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2.2.2 Muestras de suelo: I.os sitios de recolecci6n (33) de muestras de suelo desde Isla

Rey Torge (62°02'S 58°21W / 62.033°S 58.35°W) se agruparon en grupos geograficos,

de acuerdo a la cercania de cada uno de ellos O]igura 4). Las muestras se depositaron en

tubos "Falcon" est6riles, y se almacenaron a - 20°C hasta su procesamiento.

Figura 4: Grupos geograficos y localizaci6n sitios de Muestreo en la lsla Rey Jorge. T y
P muestra de suelo; H muestra de agua. Los sinbolos amarillos representan a cada grupo
geograrico,    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 utiliz6 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 semis6lida se adicion6 agar microbiol6gico (Oxoid)

al  I,5 %.

2.2.4 Procesamiento de muestras de suelo: A tubos "Falcon" esteriles se les agreg6 5 g

de cada una de las muestras y   5 ml de agua est6ril, y se  agit6 en v6rtex por  10 min.

Mediante precipitaci6n pasiva se elimin6 el material particulado y alicuotas de 200 ul

fueron  sembradas  en medio  semis6lido  suplementado  con  100 ug/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 inspeccion6 diariamente las placas para

la aparici6n de colonias, transfiri6ndose cada rna de ellas a placas de agar con medio de

cultivo sin antibi6tico.

2.2.6  Caracterizaci6n  macrosc6pica y  microsc6pica:  Las  colonias  obtenidas  fueron

caracterizadas en relaci6n a su color, textura, borde, tamafio, elevaci6n, forma, superficie

y comportamiento con la luz. De acuerdo con  estos datos, los aislados fueron agrupados
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en primera instancia en ``grupos morfol6gicos". Las caracten'sticas microsc6picas fueron

observadas utilizando un microscopio 6ptico.

2.2.7 M6todos de Preservaci6n:  I.os distintos aislados de levaduras se almacenaron a

trav6s de criopreservaci6n en 20% glicerol y tambi5n se utiliz6 el m6todo de la gota de

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

2.2.8  Extracci6n  de  DNA  gen6mico:  La  extracci6n  de  DNA  gen6mico  se  realiz6  a

partir de (1) "pellet celulares" obtenidos de levaduras crecidas en medio semis61ido 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-Hcl,  1

mM EDTA, pH 7,5). Alicuotas de 300 pl se  mezctaron con 250 pl de microresferas de

vidrio de 0,5 mm de diinetro y se agitaron en vortex por  10 min. Posteriormente se

utiliz6  el  kit  "Wizard  Genomic  DNA Purification"  0'romega),  para  la  extracci6n  de

DNA gen6mico de cada aislado de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

2.2.9  Ampliricaci6n  del  rDNA:   Se  utilizaron  las  parejas  de  partidores  ITS1   (5'-

TCCGTAGGTGAACCTGCG-3')  /     ITS4  (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')  y

F63             (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3)            /             LR3             (5 -

GGTCCGTGTTrcAAGACGG-3)  para  amplificar  el  rDNA  5.8S  y  los  espaciadores

transcritos intemos ITsl  e ITS2 (Fujita y Cols., 2001) y la regi6n Dlm2 (Fell y cols.,

2000), respectivamente. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25

prl siguiendo el siguiente protocolo:  Se mezcl6  1prl de DNA (aprox.  10 ng) con 24 ul de

"mezcla de PCR" [2,5iil de buffer PCR lox, 0,5 Ill de rna mezcla de dNTP's (10 mM de
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cada uno),  2  prl  de mezcla de partidores  (25  iiM de cada partidor),  1LLl  de Mgc12  (50

mM)  y  0,5H1  (lu)  de  Taq polimerasa];  el  volumen  final  se  ajust6  con  agua  libre  de

nucleasas. La amplificaci6n se realiz6 en un termociclador GeneAmp PCR system 2700

(Applied Biosystem) bajo las siguientes condiciones:  denaturaci6n inicial a 94°C por 5

min;  35  ciclos  de  denaturaci6n  a  94°C  por  30  s;  hibridaci6n  a  55  °C  por  30  s  y

polimerizaci6n a 72 °C por 3 min. Se adicion6 una etapa final de polimerizaci6n a 72 °C

por  10 min.  Los  controles negativos de la reacci6n se realizaron sin DNA molde y se

llevaron   a   cabo   simultineamente.   Los   productos   de   amplificado   se   separaron

electrofoieticamente en geles de agarosa al  1,5% en buffer TAE  (44,5  mM Tris,  44,5

mM acido b6rico,  1mM EDTA, pH 8.0) que contiene bromuro de etidio (0,5 pug/inl)  y se

fotografiaron   en  un   transiluininador-UV.   Los   tamafios   de   los   amplicones   fueron

estimados  en relaci6n a  los  marcadores  de peso molecular  100  pb  y  1  Kb,  usando  el

prograna Kodak lD Science (Kodak scientific hiage System).

2.2.1.0 Purificaci6n productos de amplificado: Los productos amplificados que fueron

secuenciados  en nuestro  laboratorio  se purificaron utilizando  el kit "Ultraclean  DNA

Purification" siguiendo las  especificaciones para este producto.

2.2.1.1   Secuenciaci6n   automatica   de  DNA  y  anflisis   de  dates:   Los  productos

amplificados se enviaron en placas de 96 pocillos y fueron secuenciados en Macrogen

Inc (Seul,  Corea),  a trav6s  de su servicio de secuenciaci6n automatica.  Las  secuencias

fueron   corregidas   y   re-secuenciadas,   cuando   fue   necesario,   en   el   secuenciador

automitico  Genetic  analyzer  3100  Avant  (Applied  Biosystem),  utilizando  el  Kit  de
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secuenciaci6n Dynamic Termination Cycle. Los datos de secuencias se analizaron en el

programa   BioEdit   Sequence   Alingment   Editor   versi6n   7.0.5.2   (Hall,    1999),   los

alineamientos de secuencias se realizaron en el programa Clustal W (Thompson y cols.,

1994) que viene incolporado dentro del programa REGA versi6n 5.0 (Tamura y cols.,

2011) a trav6s del cual se realizaron los  alboles filogen6ticos.
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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  Ant5rtico

chileno, fueron sembradas en placas con medio YM suplementado con glucosa al 2% y

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  intent6  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

caracten'sticas macromorfol6gicas de su colonia (Figiira5): color, textura, borde, tamafio,

elevaci6n, forma, superficie y comportamiento con la luz. De esta forma se obtuvieron

64 grupos de aislados, de los cuales 37 grupos quedaron compuestos s6lo por un aislado.
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3.1.2 Muestras de Agua

Se  procedi6  de  la  forma  descrita  para  las  muestras  de  suelo  en  cuanto  el

desarrollo de colonias y subcultivos. I.as levaduras aisladas fueron menos numerosas en

comparaci6n  a las muestras  de suelo  G7igura 6).  Especialmente,  muy pocas  levaduras

fueron  aisladas  desde  agua  marina,  como  las  muestras  H2  y  H6  desde  las  cuales  se

obtuvo un y ning`in aislado, respectivamente. De las muestras de agua dulce se obtuvo

rna  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 raportada a partir

de muestras de suelo. En la tabla 1  se resumen los grupos macromorfol6gicos obtehidos

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

a8ua'

A partir de la agrupacidn realizada se seleccionaron aislados representativos de

cada uno de ellos en base al origen y tipo de muestra desde la 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 I. Grupos macromorfo]6gicos.

Color Texfura Forum Bordle

I•::_=¥io7,I Mucosa          6     I cfrouha               ,6      _1 :`~,I     ifeRE

'Creros a         I Circ u lar                 I Liso

Naranjo         46I:i

Mucosa          33 Circular              29 Lls o                   29

In.egular              4 I.Is o                      3

ELcorvado               1

Cremsa         10 Ovalada               I Lis o                      1

Circular               8 Lis o                     7

Fifamento s o             I

Puntiforne           1 Lis o                     I

Dura             3 Cireuhar                3 Fihamento s o             3

harillo      4 Dura               1 Circular                1 Lis o                       I

Creiros a          3 Circular               3 Lrs o                      3

Blanco         149

Mucosa         72 Circular               61 Le o                  57
Filamentos o            4

Irregular               11 IJis o                       8

Filamentos o             I

hicorvado            2

Crerm s a         77

Cfroular              64 Ius o                   60

Filamentos o            4

Puntifomie           12 Liso                      12

Inegular              I IJS o                     I

Trmslucida     9
Mucosa          6 Circular              5 Its o                  5

Funtifome           1 his o                     I

Cretin s a         3 Puntifomre           2 Its o                  2
Circular                1 Ids o                     I

Se muestran las caracteristieas de las colonias que fueron titiles en la agrupaci6n y el ninero de
aislados dentro de cada grupo.
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3.2. Identificacidn molecular de los ais]ados

3.2.1.  ExtTacci6n DNA Gen6mico.

Inicialmente  y   debido   a  la  diversidad  de   aislados   obtehidos   fue   necesario

desarrollar   un   protocolo   eficiente   de   extracci6n   de   DNA   gen6mico,   ya   que   la

composici6n  de  las  paredes  celulares  de  las  levaduras  es  distinta  y  por  lo  tanto  el

rendimiento  en  cuanto  a  cantidad  y  calidad  del  DNA  gen6mico  obtenido  van'a  de

acuerdo  a  la  "dureza"  de  la  pared  de  cada  uno  de  ellos.  Este  parinetro  se  evalu6

indirectamente  como  la  `1extura"  de  la  colonia  con  un  asa  microbiol6gica  curva,

clasificindolas como cremosas, mucosas o duras.

Como primer paso  se  evalu6  el rendimiento  de  extracci6n de DNA  a partir de

`t)ellets celulares" obtehidos desde placas con medio completo YM, debido a que es rna

manera ripida y sencilla para extraer DNA gen6mico. Ademds, se intent6 desarrollar un

protocolo  de  extracci6n  de  DNA  independiente  del  crecimiento  de  las  levaduras  en

medios de cultivos  l{quidos ya que  este proceso  demora varios dfas,  incluso  semanas,

para levaduras psicr6filas  estrictas.  En  cambio,  el  crecimiento  de  levaduras  en placas

demora alrededor de rna semana para levaduras psicr6filas, que crecen a 4°C, y dos o

tres  dias   para levaduras  que  crecen a 22°C.   Los aislados  seleccionados  para evaluar

este  m6todo  de  extracci6n  fueron  aquellos  que  presentaban  caracteristicas  distintivas

entre  si,  especialmente  en  cuanto  a  la  textura  de  la  colonia.  La  extracci6n  de  DNA

gen6mico  para  los  aislados  escogidos  desde  estos  tres  grupos  se  realiz6  a  trav5s  de

ruptura mecinica  en v6rtex  y utilizando  el  kit "Wizard  Genomic  DNA Purification"

adquirido de Promega.  Utilizando este m6todo  se obtuvieron bajas  concentraciones de

DNA (figura 7A), y de baja calidad (degradaci6n).
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Figura  7:  Extraccidn de  DNA gen6mico.  Extracci6n de DNA gen6mico  desde "pellet
celulares"  crecidos  en  placa  (A)  y  liquidos  (8).  Se  utilizaron  distintos  aislados  que
presentan diferencias en la textura de las colonias:  "duras"  (I  y 2),  mucosas (3  y 4)  y
cremosa (5). M: marcador de peso molecular "Hz.«d JJJ.
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Se busc6 mejorar los rendimiento  de DNA gen6mico, variando los tiempos  de

agitaci6n en v6rtex y utilizando un moledor de c6lulas, pero en ninguno de los casos se

obtuvieron resultados satisfactorios (dates no mostrados).

Debido   a   los   malos   resultados    obtenidos   con   levaduras    desde   medios

semis6lidos, se realizaron extracciones de DNA a partir de cultivos lfquidos. Mediante

centrifugaci6n se obtuvieron los `t)ellets celulares" los cunles fueron sometidos a ruptun

mecinica y  extracci6n por kit como  se  describi6  mas  arriba.  Las  muestras  de  DNA

obtehidas desde cultivos liquidos resultaron ser mejores en cuanto a cantidad y calidad

(Figura 78).

3.2.2. Amplificaci6n, pt[rificaci6n y  secuenciaci6n de la regi6n ITS.

Se  amplific6  por  PCR  los  espaciadores  transcritos  intemos  (ITS)  del  rDNA

empleando   como   molde   el   DNA   gen6mico   aislado   a   partir   de   81    levaduras

seleccionadas y los partidores universales ITsl  e ITS4.  En la figura 8  se muestra rna

fotografia de un gel de agarosa al 1,5% en donde se visualizan los amplicones obtehidos

para  algunos  de  los  aislados.  Los  tamafios  variaron  entre  350  a  650  pb,  lo  que  es

consistente con lo esperado, ya que en levaduras se ha reportado que la regi6n ITS van'a

entre  300-   1050  pb  Q'rasad,  2005).  Los  81  productos  de  PCR  de  los  espaciadores

transcritos intemos del rDNA fueron secuenciados por ambas hebras en Macrogen Inc

(Seul,  Corea),  a trav6s  de  su servicio  de secuenciaci6n  automatica.  Las  secuencias  se

analizaron  y  corrigieron  utilizando  el  prograna  BioEdit  Sequence  Alingment  Editor

versi6n  7.0.5  (Hall,  1999).  I.as  secuencias  fueron  comparadas  utilizando  el programa
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Clustalw (Thompson y cols.,  1994) y aquellas que presentaron un  100 % de identidad

fueron agrupadas. De 5sta comparaci6n, 56 levaduras fueron clasificadas en  11  grupos

ya  que  fueron  100%  id6nticas,  mientras  que  25  presentaron  secuencias  iinicas.  Estas

secuencias,  el  contig  en  el  caso  de  los  grllpos,  fueron  sometidas  a  la  btisqueda  de

hom6logos en la base de datos del `National Center for Biotechnological Information"

OrcBI,  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  96neros  distintos  en  muestras  de

suelo y a 3 96neros en muestras de agua (tabla 4).

39





E£i5

aL®C1V\ae•!iS

®CXOS!a:aiau aS:CX)ur\5b1j§8? aS!C®aI.e8§i
C.CXDcOg

r-®i¥J=?C1S
-aN-L®ita€€a

0\S;a.i•!iiLi
£cOia±§S£?Gi

-ChcOSii§§:

-c,C»CX)§i

Ea3E=

:

tCCt't;5tI=iI€u

aC>0\I-=I-urt 0\0\teC1va aCht®SinUr) aaaC.SC\ur) 0\Chr§ 0aur)a\enaun 0\0\cOCOSCxOin aaa§ 8¥S a8±810 a§inS

J= ?Ur) t® at^ iint®
5

ur\CJ\ur) ChCOt^

§ aul aur)
CX9G;

c®e®e=•iia

r.TI inq q® qt ~Le i® ~t` e\00 1q ®eI aI+
e5

Ch



£i!€SIEa aCX)3ai!i
§cO£iiu ta5iu

COC1C1nta•!iu qinvai:iiu Sat::iiu

:!£Q

t-?S0,.S!£ r-:aCO.Sf

CX)nSLL]§£i

8icOCOC®Ei§
CO8!CX,Cr)i.E3a§

I-®a.aa:J3ia f=®a.==J3ia
CX50\aD.±S=JS!€§

anP.t1§i:a anat.:
u'®ieCr)Bt.; n®C®I-C1Bt®i

Li

?aLi0ur,CNur'LIJj!iaN\€i!£ C>KlnLL,EiN\=: 0\a\CX,a€§\iS

:'i]±=i!J=eu

8\=t Cha00S® 0\Cht-t^SL®ur, 8=® 00®C>Sat^ aa®0:ur' 8\8\ 000\=Sq I-ChCJ\Si
a:=£C®C® ateC1® ai 8i3<inr`ur\ aaC®:ur) 8\COtStV1 a\aG3=ur)ur) a\Ch®ur\SV|ul 8\8)aul 8\cOCOScOin 8\8;Sat 8\r-ChSa a\Ch0\Ch==E!E!1®n 8\8\ 8\8\

nChOC)!COn

ii
r`t-Ch0\??nt^

§§€S!

ae
t CX,a r`unn

®
®C>n vaau. cOti =i S!¢ at-C® t®

5 Eet^
COinn nt^ ®ur)

®V1n Rt^ 0\C®in ®C^t vaa ¢CXJn t`Chur\
§ 8®

€5
0ttI 0SSinI 0aC1E! u0E! 0aCN: uCuCNcOL u::= un? 0C>C\E. CJS!ai uainI uC>cOL

¥r100i ¥CNE=
CJaCOI CJS!C`C1I 0tiI-i: uinCuE. 0tC,= CJS!ai. uqC\aI CJ:: utlo'I CJit®'i. 0tCua=



El genero de levaduras con mayor cantidad de aislados (24) en muestras de suelo

fue  el  g6nero fpoj'z.cJz.obo/„s  (Grupo  9), representando  el  30,4%  del total  de  levaduras

analizadas,  y  fue  aislado  desde  13  muestras  diferentes,  siendo  el  g6nero  mas  ubicuo

(Tabla 5).  Todos los  aislados  identiflcados dentro de este g6nero  correspondieron a la

levadura Basidiomicete fporoc7J.obo/2/a so/moHz.co/or, demostrando de esta forma que si

bien es el g6nero que presenta una mayor cantidad de aislados es a su vez el que presenta

memos 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 funci6n de la temperatura, alcanzando su temperatuna 6ptima a 22°C. Por

otra parte,  se obtuvieron  10 aislados pertenecientes al g6nero A4:rcrfu.cr que representa el

12,7%  del total  de  levaduras  analizadas,  desde  9  muestras  de  suelo y rna muestra de

agua, siendo el iinico g6nero que se encontr6 en ambos tipos de muestras. Los 4 aislados

del  Grupo  6  fueron  identificados  como  la  levadura A4lrodr.c! ps}Jchrapfoz./!.c,  un  aislado

(T18_1_10C) como  la levadura A4:  b/a//apz.s  [descrita recientemente por Thomas-Hal y

cols.  (2010)]  y  un  aislado  (T15_4C`)  como  la  levadura  A4:  rober/I..   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. g6lida o M. stokesii.
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Se    identificaron    8    aislados    pertenecientes    al    g6nero    Crypfococcws    que

corresponde al 10,4% de las levaduras analizadas. Dos de estos aislados se identificaron

como  la  levadura  Crxp/ococcc/s  vJ.c/orJ.cre,  un  aislado  como  la  levadura  C7)pfococccts

re"i.co/cr y un  aislado  como  la levadura  Crypfococc#s gastrz.cgts.  Los  cuatro  alslados

restantes pertenecen a este g5nero pero no  se  lograron identificar a nivel  de especie a

trav6s   del   analisis   de   secuencia   de   la  regi6n   ITS.   Tres   de   estos   probablemente

correspondan a la levadura C. gJ./ve#ceus (Grupo 2) mientras que el aislado T2  3   10C

posee  similitud  de  secuencia  con  levaduras  pertenecientes  a  este  g6nero,  pero  s61o  a

traves del analisis de esta regi6n no es posible asegurar si esta levadura corresponde a

alguna especie previamente caracterizada o representa una especie nueva dentro de 5ste.

Por otra parte se  identificaron 9  aislados pertenecientes  al  g6nero jzfroc7o/o"/a

(11,4%).  Dentro  de  6stos,  se  identificaron  3  aislados  como  la  levadura R%oc7ofo"/cI

/¢J'J.#gys (990/o de identidad),  los aislados Tll_2_15C y T20_1_4C  (Grupo 7) tuvieron

similitud  de  secuencia  con  la  levadura  JZ%odo/o"/a prz.cropfoz./cr,  pero  al  alinear  las

secuencias obtehidas para ambos aislados se obtuvo que estas son variables en 5 pares

de bases en comparaci6n a las secuencias depositadas en GenBank, por lo tanto pueden

ser diferentes especies. Los restantes 2 aislados tuvieron similitud de secuencia para esta         .

regi6n con levaduras de este g6nero, pero no se lograron identificar a nivel de especie

utilizando la regi6n ITS como herranienta taxon6mica.   Dentro de este tiltimo grupo el

aislado  T10_2_4C  probablemente  sea  la  levadura jt¢oc7o/ore/cr  /cny7zgis  debido  a  que

qued6  agrupada  en  el  mismo  grupo  macromorfol6gico  que  los  aislados  que  fueron

identificados como esta levadura. Ademas, se identificaron 9 aislados (Grupo 8) como la
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lev&diiraL   Leucosporidiella   creatinivora   an:teriorlneate   descrifa   conro   Rhodotorula

creatinivora.

Tambi6n  se  identificaron  6  aislados  que  tuvieron  similitud  de  secuencia  con

levaduras  pertenecientes  al  g6nero  I e"casporz.d!."in  (7,6%),  dentro  de  este  grupo  se

identificaron 3  aislados  (Grupo  1)  como la levadura fe#casporJ.dz.win a#forcfz.czlw. Los

restantes aislados (T9_3_4C, Tlo_1_4C, T15_1_4C) poseen similitud de secuencia con

la levadura I ezfcospo/.I.dz.zi" cz#fzzrcfj.cw" y con una potencial nueva especie de levadura

Antatica que esfa en proceso de caracterizaci6n por otros autores.

Uno  de los g6neros menos representado  en las muestras de suelo fue el g6nero

Dz.orzegz.a  con  3   aislados  (3,8%),  dentro  de  este  g6nero,  dos  aislados  presentaron

similitud de secuencia para la regi6n ITS con la levadura Dz.aszegr.c7/isf7.77ge7asz.s con un

97% de identidad nucleotidica. Al alinear las secuencias para ambos aislados se observa

una  diferencia  de  20  pares  de  bases  en  esta  region,  sugiriendo  que  ambos  aislados

corresponden a dos levaduras diferentes. Por otra parte el aislado T29  4  4C no se logr6

identificar a nivel  de  especie  debido  a la alta similitud a nivel de  secuencia para esta

regi6n  entre las  levaduras D!.aszegJ.cr cz#r¢#/z.c!ca }J DJ.aszegz.a crocecr.  El  g5nero  memos

representado   fue   A4:e/schHz.fowj.c7  dentro   del   cual   se   identific6  un   alslado   como   la

levirfuila. Metschnikowia biouspidata (1,3°yio).

Desde  muestras  de  agua  se  lograron  identificar  levaduras  pertenecientes  a  las

especies Wickerhamomyces (Chapo 10) y Candida sake (HL4|_4C).
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Los  aislados T17_1_22C  y T17_2_22C  (Grupo  3)  y,  Tl 1_I_15C  y  T27_7_4C

(Grupo 4)  pertenecen al ply//"rm Ascomicete, pero no se lograron identificar a nivel de

genero  ni  de  especie  utilizando  la  regivn  ITS  como  herramienta  taxon6mica.  Si  bien

estos   aislados   fueron   agrupados   de   acuerdo   a   su   secuencia   ITS,   al   analizar   las

caracteristicas macrosc6picas de la colohia de estos aislados se observa claramente que

no corresponden a la misma levadura a7igura 9).

Figure 9. Levaduras identificadas como Ascomicetes. En estas fotografias se aprecian
las caracten'sticas distintivas entre los 4 aislados, como lo son: el color, forina y el
tamafio de las colonias.
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Para validar los resultados obtenidos a trav6s del algoritmo blastn,  se alinearon

las secuencias obtenidas a trav5s de Clustal W (Thompson y cols., 1994) y se construy6

un   cladograma  con   el   fin   de   ilustrar  las   relaciones   filogen6ticas   para   levaduras

Basidiomicetes  (Figura  10).  Todas  las  levaduras  pertenecientes  a  un  mismo  g6nero

quedaron   agrupadas   dentro   del   mismo   clado   en   el   drbol   filog6netico,   resultado

congruente con respecto a la identificaci6n realizada a trav6s de la herramienta blastn. Si

observamos la Figura 10, se confima que los aislados pertenecientes al uno, seis, ocho y

oueve corresponden a les levedNIas L.  antarcticum,  M. psychraphila,  L.creatinivora y

S.sa/mo#z.co/or (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  pautir  de  la  secuenciaci6n  de  los  partidores  transcritos  intemos  y

comparaci6n con las secuencias disponibles de esta regi6n se logr6 identificar el 67% de

las  levaduras  analizadas,  hubo  17  levaduras  que  no  se  lograron  identificar a nivel  de

especie y 10 levaduras a hivel de g6nero. Por ello, se procedi6 a utilizar otro marcador

gen6tico  que  ha  mostrado  ser util  en  taxonomfa  de  levaduras,  como  lo  es  la  regi6n

DID2.
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Figura  10.  Cladograma   Neighbor- Joining de  secuencias  ITS  obtenidas  de  levaduras
Basidomicetes  comparadas  con  secuencias  depositadas  en  Genbank.  Este  analisis  fue
realizado   con   el   modelo   Jukes-   Cantor,   con   un   analisis   de   Bootstrap   (1000).

49



3.2.3 Amplificaci6n, purifcaci6n y  secuenciacl6n de la regi6n D1/D2.

Se seleccionaron 22 aislados que no se lograron identificar previamente a traves

del analisis de las secuencias ITSs. Para la anplificaci6n se utilizaron los partidores F63

y  LR3   y  las  condiciones  de  PCR  y  purificaci6n  fueron  las  que  se  mencionaron

anteriormente en el analisis de la regi6n ITS1-5.8S. ITS2 Los resultados obtehidos para

las levaduras analizadas se muestras en la tabla 5.

La secuenciacidn de esta regi6n permiti6 identificar 1 1  levaduras a nivel

de especie  que previamente no se lograron identificar a trav6s  de los  ITSs.  Dentro  de

este   grupo,   5   levaduras  pertenecieron  al  g5nero   Cryp/ococc!+s,      identific5ndose  2

aislados   como   la   especie   Cp{pfococc#s'   gj./vesce#s,    1    aislado   como   la   especie

Cryf)/ococc#s fem'co/cz y 1  aislado como la especie C7)p/ococc#s wa/fi.c"L5. Tambi6n, se

identificaron 4 aislados como Jzhoc7o/o"/a g/ocz.¢/i.s'. El aislado Tlo  2  4C se identific6

como la levadura Jtfaodofo"/a /ory#gis, diferenciindolas de otras especies dentro de este

96nero. Tambi6n el aislado T29_4_4C se identific6 como la levadura DJ.aszegr.a crocea,

logrando discriminar entre 6sta y la levadura D!.aszegi.cr czwrtz7!/z.ac¢.
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Existieron 7 alslados que no se lograron identificar a nivel de especie utilizando

tanto  el  analisis  de regi6n ambos  marcadores  gen6ticos.  Dentro  de  estas  levaduras,  4

alslados tuvieron similitud de secuencia con levaduras pertenecientes al g6nero A4lrtzfa.a,

pero no fue posible discrimirmr entre las 5 especies previamente descritas dentro de este

96nero. El aislado Tl 8_1_10C que tuvo 100% de identidad de secuencia con la levadura

A4b/a//apz.s para la regi6n ITS present6 similitud de secuencia con la levadura A4:ge/z.dc7

para los  dominios  D1/D2,  pero  con un 99% de identidad de secuencia.  En la base de

datos de GenBank no se encontraron secuencias para la regi6n D1/D2 de la levadura A4:

b/a//opts, por lo tanto no se puede analizar si este aislado presenta mayor homologi'a con

esta levadura o con la especie A4:  gg/J.c7a para esta regi6n.  Adem5s,  hubo  dos aislados

(T9_3_4C  y T10_1_4C)  que no  se  lograron identificar si  correspondian  a la levadura

I ewcasp' orj.c7j.w"  a#/arfJ.cwm  o  pertenecian  a  rna  nueva  especie  de  levadura  antatica

utilizando  ambas regiones  del rDNA.  Por otra parte  el  aislado  T10_1_22C  representa

una  potencial  especie  nueva  dentro  del  g6nero  jtAodo/o"/a  ya  que  no   se  logr6

identificar  a  nivel  de  especie  utilizando  los  espaciadores  transcritos  intemos  y  los

dominios D1/D2 del rDNA.
1

Por ultimo, se utiliz6 esta regi6n para identificar 4 aislados que por analisis de la

regi6n  ITS  corresponden  a  levaduras  Ascomicetes  presentando  99%  de  identidad  de

secuencia con la misma secuencia depositada en GenBank pero morfol6gicamente son

levaduras distintas. Los resultados obtenidos de la secuenciaci6n de los dominios DID2

para  estos  aislados  sugieren  que  estas  levaduras  corresponden  a  la  especie  Ccz#dz.dcr

isiana.
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4.   DISCUSI0N

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 corresponderin a

la   misma   levadura.   De   las   caracteristicas   macromorfol6gicas   utilizadas   para   su

clasificaci6n inicial,  el color, foma y textura fueron claves, mientras que propiedades

como  el tamafio,  elevaci6n,  y olor, no  aportaron  a la discriminaci6n  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  caracterizaci6n  molecular  de  las  levaduras  es  la

obtenci6n de DNA de "buena" calidad en cuanto a la cantidad e integridad, 1o que a su

vez  esfa  directamente  relacionado  con  la  eficiencia  de  ruptura  celular.  Los  aislados

obtenidos   por   nosotros   presentaron   diferentes   texturas,    caracten'stica   que    esti

relacionada con la composici6n de  sus membranas y pared celular,  que incidife en su

susceptibilidad a la ruptura.  Se evalu6 la extracci6n de DNA desde cultivos en medios

semis61idos o lfquidos, observindose mejores rendimientos con c6lulas obtenidas desde

cultivos liquidos. La raz6n por la cual los rendimientos de extracci6n de DNA gen6mico

a  partir  de  cultivos  lfquidos  siempre  fue  mayor  se  debe  a  que  los  "pellet  celulares"

obtehidos  a  partir  de  cultivos  lfquidos  poseen  c6lulas  mas  frescas  que  las  c6lulas

mantehidas  en placas  y por  lo  tanto  la  composici6n  de  la pared  celular  de  estas  son

menos   resistentes   a   la  ruptura   que   estas   tiltimas.   En   c61ulas   crecidas   en  medio

semis6lido, es necesario el desarrollo de alta biomasa/desarrollo de colohias que en su

mayon'a se  encontraran en fase estacionaria,  lo  que concuerda con reportes previos en
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donde se ha demostrado que c6lulas levaduriformes en face estacionarias de crecimiento

aumentan tanto el espesor de su membrana como tambi6n la resistencia a degradaci6n de

esta  debido  a  canbios  en  la  composici6n  de  sus  membranas  (Wemer-Washbume  y

Cols.,  1993).

De    los  g6neros  identificados  en  este  trabajo,  siete  pertenecieron  a  levaduras

Belstidtomiroe;tos         (Sporidiobolus,         Mrakia,         Leueosporidium,         Rhodotorala,

Leucosporidiella,   Cryptococcus  y  Dioszegidy     mieT[has  que  ties  coITespondieron  a.

level:NIas As®omi\cetes (Candida,  Wickerhamomyces y Metschnikowidy. Este resulfado

es congruente con reportes previos de aislaniento de levaduras en zonas fu'as del planeta

en donde se demostr6 que el ply//i/in Basidomicete es el grupo predominante en estos

entomos, gracias a sus habilidades de proliferar y sobrevivir bajo condiciones de estr5s

(Shivaji y Prasad, 2008). La mayon'a de estos g6neros han sido descritos desde Territorio

Antatico con anterioridad con excepci6n del g6nero fporz.c7;.obo/zts y Wrz.cker*a"orm);ces

(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 ham

descrito  desde territorio  antdrtico, hecho que pone de manifiesto  que  la microbiota de

levaduras  de  este  continente  aiin  es  desconocida.  A  continuaci6n  se  analizard  cada

96nero descrito en este trabajo.
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Gdr\ek.o Sporidiobolus.

Como  se mencion6 anteriomente se identificaron 24 levaduras  como la especie S.

scr/mo#!.co/or encontrindose 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

aisl6  esta levadura (Tabla  I).  Por otra parte  se obtuvieron aislados  de  esta especie en

todas las temperaturas de incubaci6n utilizadas (4,  10,  15 y 22°C), por lo tanto esta es

rna especie de levadura psicrotolerante ya que fue capaz de crecer a bajas temperaturas

(menores  a  15°C)  pero  su temperatura  6ptima de  erecimiento  es  cercana  a 22°C.  No

existen antecedentes que describan aislados de esta levadura en regiones frias del planeta

(Tabla 7) o en la  Antatica. Este descubrimiento abre nuevas posibilidades para analizar

y evaluar el aporte de esta especie de levadura al ecosistema Ant5rtico, mas atn siendo

la especie predominante en este estudio. Al ensayar las temperaturas de crecimientos de

las    levaduras   identificadas    en   medio   semis6lido    se   observ6    que   la   levadura

S.scr/mo#z.co/or es  capaz  de  esporular  en todas  las  temperaturas  que  fue  incubada,  es

mas,  colonias  sat6lites  de  esta levadura invadieron por completo  las placas  de  cultivo

inhibiendo el crecimiento  de los restantes aislados. Esta cualidad han'a a esta levadura

rna mejor competidora y por ende explica en parte porque fue  la especie m5s ubicua

dentro de este estudio.
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G6nero Mrakia

Se identificaron 10 levaduras pertenecientes a este g6nero en 8 muestras de suelo y 1

muestra de agua.  Las temperaturas de las muestras de las cuales se aislaron levaduras de

este g6nero 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 erecimiento a 4°C (Vcr

anexo).  Esto  esta de acuerdo con reportes previos  (Xio y Zhou, 2007;  Thomas-Hall y

cols,  2010)  en  los  que  se  observ6  el  crecimiento  de  levaduras  pertenecientes  a  este

95nero  a temperaturas bajo 15°C.

Mediante  la  comparaci6n  de  las  secuencias  ITSs,  4  aislados  fueron  identificados

como A4lr¢fa.a pr)Jchrop*z./cr,  levadura reportada previamente  desde este mismo tipo  de

muestras  en  el  territorio  Antdrtico  (Xio  y  Zhou,  2007).  Sin  embargo,  el  perfil  de

asimilaci6n de  fuentes  de  carbono  (Rozas,  2011)  de uno  de  estos  aislados mostr6  ser

diferente, lo que sugiere que sen'a una levadura distinta. Este tipo de pmebas fisiol6gicas

han sido empleadas tradicionalmente en taxonom{a de levaduras   y se ham ido dejando

de utilizar a medida que se posee mayor infomaci6n a nivel de secuencias de distintos

organismos.  Sin embargo, con este tipo de resultados se demuestra que atn es necesario

complementar la tipificaci6n molecular con la taxonomia clasica de levaduras para poder

identificar  correctamente  distintas  levaduras  a  nivel  de  especie.  Por  otra  parte,  los

aislados Tl8_1_10C y T15_4C  se identificaron como las levaduras A4:  B/a//opz.a )J A4:

rober/I.I.,  respectivamente  a  trav6s  del  ahalisis  de  secuencia  de  la  regi6n  ITS.   Sin

embargo,  el  aislado T18_1_10C  se identific6  como  la levadura A4:ge/z.c7ci  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 (Vcr anexo) a diferencia de las restantes levaduras dentro de este g6nero.

Un resultado  similar obtuvo  el  grupo  de Tomas-Hall y colaboradores  (Thomas-Hall  y

cols,  2010),  que  demostr6  que la temperatura 6ptima de  crecimiento para  la levadura

Mb/a//opz.a fue entre  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

A4:a/a//api.s  y no  a  la levadura A4:ge/i.dci  debido  a  que  la primera  es  la `inica  especie

dentro del g6nero que es capaz de crecer a temperaturas cercanas a 20°C.

Los restantes 4 aislados no se lograron identificar a nivel de especie usando la§

secuencias  ITS  y  D1/D2,  por  lo  que  pueden  corresponder  a  algunas  de  las  otras  5

espeches  de;rl:ito  de  este  gce:ero  (M.  frigida,  M  gelida,   M  stokesii,   M.  nivalis,   M.

cz/rvj.z/sc£//a), o bien pueden corresponder a rna especie nueva. La sistematica dentro de

este g6nero se encuentra constantemente en revisi6n, ya que en trabajos anteriores se ha

demostrado que las  levaduras A4:  #z.vo/I.a y A4 ufrj'gz.da y por otra parte las levaduras A4:

s/oifeLrz.I.  }J  A4:  g6/I.d¢  poseen   100%  de  identidad  para  la  regi6n  ITS,  no  logrindose

diferenciar entre  ellas a trav6s de 5sta @iaz y Fell, 2000). Ademds,  se ha demostrado

que  las  secuencias  de  los  domihios  Dl/D2  para  estas  4  especies  tienen   100%  de

identidad de secuencia, siendo rna caracteristica dentro de este genero (Tomas- Hall y

cols.,  2010).    Estudios  fisiol6gicos  lograron  separar  dos  especies  dentro  del  g6nero

A4lrczfa.cz (A4  #!.va/I.s' y A4: g6/i.dcr/   de acuerdo a las fuentes de asimilaci6n de nitr6geno y
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de   carbono   Cell   y   Statzell-Tallman,    1998)   por   lo   tanto   seria   rna   interesante

aproxinaci6n  para  poder  identificar  definitivamente  los  aislados  obtenidos  en  este

estudio.

Por tiltimo,  todas  las  especies  de este g6nero han sido  aisladas  desde regiones

frias del planeta: desde muestras de suelo y agua dulce en territorio antatico (Di menna,

1960; Xio y Xhou, 2007), desde muestras de sedimento glaciar y de hielo en los Alpes

Italianos Ovlargesin y cols., 2002; Turchetti y cols., 2008). Por lo tanto, la identificaci6n

definitiva  a  nivel  de  especie  de  los  aislados  obtehidos  en  este  estudio  aportarl'a  al

conocimiento sobre las especies presentes en este tipo de ambientes y su participaci6n en

los procesos biol6gicos de estos ecosistemas.

G€nero Dioszegia

Se obtuvieron dos aislados que presentaron similitud de secuencias para la regi6n

ITS  con la levadura Dz.aszegr.c] fristingensis.  Este porcentaje de  similitud de  secuencia

fue s61o de un 97% de identidad para los espaciadores transcritos intemos,   por lo tanto

ambos   aislados   son   potencialmente   nuevas   especies.   El   g6nero   D!.oszegz.cr   esfa

constituido por  13  especies  de las  cuales  la mayoria ham sido aisladas  desde hojas  de

plantas  (Wang y cols., 2008;  In5cio y cols., 2005), pero recientemente  se ban descrito

dos TINT:eNas  es;peches  (Dioszegia  antarctica  sp.  now.  y  Dioszegia  cryoxerica  sp.  nov.)

aisladas a partir de muestras de suelo desde el valle `Taylor" ubicado en "South Victoria

Land" del continente Antatico (Connell y cols., 2010). Al alinear las secuencias de los

aislados  T9_15C  y  Tll_2_10C  con  la  secuencia  de  la  regi6n  ITS  de  la  levadura
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Dz.aszegj.cz    a#fdrc/j.ca    sp' .#ov    se    obtuvo     13    y    24    nucle6tidos    de    diferencia,

respectivamente.  Cuando  se alinearon las  secuencias de estos aislados  con la levadura

Dz.aszegr.ci  cryorerz.ca  sp' .#ov    se  obtuvo  rna  diferencia  de  49  pares  de  bases  con  el

aislado  Tll_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 habn'a que realizar pruebas  fisiol6gicas

empleadas en taxonomia cl5sica de levaduras.

Dentro   de   este   g6nero   se  identific6  un   aislado   que  present6   similitud  de

secuencia con las levaduras D!.oszegr.cr czzfrcr#fz.crca }/ D!.aszegz.a croceo,  pero no se logr6

identificar a que especie pertenecian debido al bajo polimorfismo que presentan ambas

especies  dentro  de  la regi6n  ITS.  Posteriormente,  esta  levadura  se  identific6  como  la

especie DJ.aszegr.cz crocea a trav6s de la secuenciaci6n de los domihios D I/D2 dentro del

rDNA 26S. La asignaci6n de que este aislado corresponde a esta especie demuestra que

en algunas levaduras la regi6n de los dominios DID2 presenta un mayor polimorfismo

a nivel nucleotidico  que  los  espaciadores  transcritos  intemos  y por esta raz6n es  que

tradicionalmente  se utilizan  ambas  regiones  en  identificaci6n molecular de  levaduras.

Esta sen'a la primera levadura de esta especie reportada desde territorio antatico ya que

a la  fecha  s6lo  ha  sido  aislada desde  otras  regiones  frias  del planeta como Ucrania e

Islandia (Takashina y cols., 2001).
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Genero RhodotoTula

Se  lograron  identificar  6   aislados   a  nivel  de   especie  pertenecientes   al   g5nero

j{faoc7ofo"/a utilizando la regi6n ITS y dominios D 1/D2 como herramienta taxon6mica.

Dentro  de  estos  aislados,  4  1evaduras  se  identificaron  como  la  levadura jt¢odo/om/a

I ory77gz.s  y  2  aislados  se  identificaron  como  la  levadura  jzfaoc7o/oi'7f/cr  g/czcz.cr/is.  I,a

levadura RAoc7ofor#/a I cny#gz.s ha sido reportada desde territorio  antatico  (Connell y

col.,  2008)  y desde  otras  regiones  frl'as  como  Nomega  (Reiersol,  1955).  ha  levadura

jzfaodo/orGi/a g/ocz.a/I.s ha sido aislada previamente desde los Alpes austriacos a partir de

muestras  de suelo  Orargesin y cols., 2007), pero no  se ham reportado aislados  de esta

levadura   en   otras   regiones   fu'as   del   planeta.   Esta   levadura   (CBS   10436)   es   un

microorganismo psicrofilico ya que se report6 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 investigaci6n (Ver anexo), ya que los aislados identificados como

esta levadura presentan el mismo patr6n de crecimiento.

Por otro parte el aislado T10_1_22C no se logr6 identificar utilizando la regi6n

ITS  y los  dominios DID2.  Si bien present6 un 97%  de identidad nucleotfdica con la

levadura  JaAoc7o/o"/a  /ary73gz.s,   existen  diferencias  macrosc6picas   importantes.   Por

ejemplo,  las  colohias  de  jz.  /ary#gr.s  son  de  color rosado,  en  cambio  nuestro  aislado

present6 colonias de color naranjo; las colonias de Ji.  /crry#gj.s poseen textura mucosa a

diferencia  del  aislado  T10_1_22C  que  present6  colonias  "duras".  Estas   evidencias

sugieren que nuestro aislado sen'a una nueva especie dentro de este g6nero. Del mismo
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modo los aislados Tll_2_15C y T20_1_4C que por similitud de secuencia tanto para la

regi6n   ITS   como   para   los   dominios   D1/D2   corresponden'an   a   la   levadura   jz.

pr);chrapfaz./c[  aislada  previamente  desde  los  Alpes  austriacos  a  partir  de  muestras  de

suelo  Q4argesin y cols.,  2007), poseen diferencias  en las temperaturas  de  crecimiento

(Ver anexo) en comparaci6n a la levadura J2. pr);chrop¢z./a (CBS  10440), sugiriendo que

estos aislados pueden corresponder a nuevas especie§.

G€nero Leucosporidiella

Se   identificaron   9    aislados   como   la   levadura   fez/casporj.dz.e//a   crecrf!.#!.vorcI

presentando  un  1000/o  de  identidad  de  secuencia  entre  ellas  para  la  regi6n  ITS.  Esta

levadura ya ha sido aislada desde regiones fu'as 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 Garcfa y cols., 2007). Por lo tanto estos aislados corresponden a

las primeras levaduras identificadas como esta especie desde territorio Antalctico.

G6mer.o LeucospoTidium

El  g5nero I e#corporj.d!.win ha sido reportado  desde  glaciares  del  5rtico  (Butinar y

cols.,  2007),    desde  glaciares  en  los  Alpes  italianos  (Turchetti  y  cols.,  2008),  desde

glaciares de la Patagonia argentina @e Garcia y cols., 2007) y  a partir de muestras de

suelo  desde "South Victoria land" en la Antatica (Connell y cols.,  2008).  Es m5s,  en

este  trabajo   fue  uno  de  los  g6neros  con  mayor  cantidad  de  especies  reportadas,
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representando   el   22%   de   las   levaduras   identificadas.   En  nuestra  inveitigaci6n   se

identificaron 3  aislados pertenecientes a este g6nero,  que  correspondieron + la especie

I

£e£/casporj.dz.#m a#/czrc/i.c#m.  Como  su nombre lo indica esta levadura ha Sido aislada

previanentedesdeteritorioantatico,especificamenteapatirdemuestus!uelooelly
I

col.,1969).Posteriormente,esfalevadurahasidoreporiadadesdeotrasregiinesfu'asde

I

planeta siendo la especie mas ubicua dentro de este g5nero  (Connell y col§., 2008; De

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

espaciadores  transcritos  intemos  obtenidas  en  nuestros  estudios  con  las|  secuencias

depositadas se obtuvo un 100% de identidad nucleotidica para esta regi6n.

comTore:i:::;S::;::;asd°:]P;e:e::°:as:v£;[dfuurdad:Se¢C„u,e„nr:I,:cath"t°;arcao:|=:6:u:v:
I

levadura   antarctica.   No   fue   posible   diferenciar   estas   levaduras   al   utilizar   estos

marcadoresmolecularescomoherrariienfatax6nomicadebidoaquetienen+1000/ode

identidad  de  secuencia  para  ambas  regiones.  Un  punto  problematico  deitro  de  esta

proceso de identificaci6n fue que esta nueva especie de levadura antdrctica| no ha sido

descrita  fomalmente  sino  que  s6lo  se  publicaron  las  secuencias  nucleotiqucas  de  la
I

regi6n ITS y de los dominios D1/D2. Para comprobar si las levaduras obtenidas en esta

mvestigacidnconespondenalevadurasperienecientesalg6nerofencap+.d!.#msera

necesariocaracterizarlasdeacuerdoalascaracteristicaspropiasdelg6nero([ellycols.,

1969).                                                                                                                                                          ,
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Genero Cryptococcus

Se identificaron 8 levaduras pertenecientes a este g6nero correspondientes al  10,4%

del  total  de  levaduras  identificadas.    Dentro  de  estas  levaduras  se  identificaron  dos

aislados como la levadura C. vj.cfor;.ae observando un 100% de identidad nucleotidica de

estos aislados para la regi6n 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  teritorio

antatico  Q4ontes  y  cols.,   1999),  por  lo  tanto  probablemente  los  aislados  obtehidos

correspondan a esta levadura. Por otra parte se identificaron 3 aislados como la levadura

C. gz./vesceus y un aislado como la levadura C.  /errz'co/a. ha 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  ham  sido  reportadas  desde  el  continente

antatico.  For  tiltimo,  se  identific6  un  aislado  como  la  levadura  C.  wc!f/!.cws  descrita

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

Generon Wickerl.amomyces, Candida y Metschnikowia

Se  identificaron  3  aislados  como  la levadura  Wz.cker#amo");ceg  cz#omcz/g/s y  I

aislado  como la levadura Ca#dz.dr scde.  El g6nero  Wj.ckerfocz"omj/ces  fue descrito por

primera vez por Kurtzainn y colaboradores  en el afro  2008  en un trabajo  en donde  se

abord6  1a sistematica dentro  del  g6nero PJ.chz.cz.  A partir de  este  trabajo  las  levaduras

Willia  an6mala,   Hausenula  an6mala,   Pichia  an6mala  y  Endomyces   anomalus  se

consideran sin6nimos de la levadura Wr!.ckerhamonyce5 a#oma/zfs. No se ham reportado
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aislados de estas especies en territorio antartico ni tampoco son g6neros 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 Wz.ckerfaa7#om}Jces anomalus

desde teritorio andrtico. Por otra parte la levadura Co#cJz.dcr s'che ha sido aislada desde

muestras  de  suelo,  agua  dulce  y  agua  de  mar  en  el  continente  antaftico.  El  aislado

identificado como esta especie de levadura tuvo 100% de identidad de secuencia para la

regi6n ITS con secuencias depositadas en Genbank para esta especie, por esta raz6n es

que  probablemente  corresponda  a  esta  levadura.  Tambi6n  se  identific6  una  levadura

como  la  especie  A4le/sch7q!.fowz.a  bI.c#LrpJ.da/o  que  a  la  fecha no  ha  sido  descrita  desde

regiones fras del planeta.

Por   ultimo,   se   identificaron   4   aislados   como   pertenecientes   al   ply//#m

Ascomicete  a trav6s del  analisis  de secuencia de la regi6n ITS, pero  al identificar los

mismo  aislados  utilizando  los  dominios  D1/D2  se  identificaron  como  la  levadura

Ccz#di.dcr c7aw.s'z.cz7!cr.  Como  se  desprende  claramente de estos resultados,  no  fue posible

identificar  molecularmente  estos  aislados  como  pertenecientes  a  alguna  especie  de

levadura ya que utilizando dos regiones del rDNA se obtuvieron dos resultados distintos.

Adem5s,   como   se   mencion6   anteriormente   estas   levaduras   poseen   caracteristicas

macromorfol6gicas   diferentes   entre   si,   sugiriendo   que   corresponden   a   levaduras

distintas. Por lo tanto, para rna correcta identificaci6n de ambas levaduras sera necesario

otro tipo de caracterizaci6n, por ejemplo a nivel bioquinico o fisiol6gico.
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5. CONCLUSIONES

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

Basidomicetes  mientras  que  el  7% restante  correspondieron a levaduras  4scomicetes.

Dentro de las levaduras Basidomicetes  los g6neros predominantes fueron CJp/occoc"s,
I

Mrakia,  Rhodotorala y Sporidiobolus.  Ademds, este es ct priner tralDa3o ¢n donde se

I

reporta  el  aislamiento   de  levaduras  pertenecientes  a  los  g6neros  fpor!.dz.obo/#s  y

Wrj.cfer¢omom)/ces desde territorio antatico.

2.-  Se identificaron  16  especies de levaduras utilizando  la regi6n ITS  y   lps  dominios
I

D1/D2   del  rDNA  como  herramienta  taxon6mica.  Dentro   de  estas   16   fspecies   se

identificaron  9   especies   de  levaduras   que  no  han  sido  reportadas  desde  territorio

antatico.

3.Selograrondiferenciar7aisladosariveldeespecieutilizandolosdomiFosD1/D2

del  rDNA  que no  se  lograron identificar a trav6s  de  la regi6n  ITS.  Por h}  tanto,  esta

region  es  rna  herranienta  taxon6mica  util  en  identificaci6n  molecular  d!  levaduras
I

siendo complementaria a la regi6n ITS.                                                                      {

4.-   Si  bien  la  identificaci6n  de  levaduras  utilizando   el  rDNA  como   herramienta

taxon6mica  permiti6   identificar   61   levaduras   (77%),   18   aislados   no   Se   lograron
I

I.identificaraniveldeespecie.Porlotanto,otrostiposdeestudiosserallnecfsarlospara

identificar correctamente a estas levaduras.                                                                I
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6. PROYECCIONES

Este  trabajo  es  rna  investigaci6n  pionera  en  el  estudio  de  la  microbiota  de
I

levaduras  del territorio  antatico  chileno y sienta  las bases para estudios  posteriores  a

realizar dentro de este campo. Algunas levaduras no se lograron identiflcar a trav6s de

los  analisis moleculares realizados, por lo tanto  sen'a interesante poder identificarlas  a

nivel de especie, utilizando otro marcador molecular o realizando ensayos bioquinicos y

fisiol6gicos.   Ademds,   en   este   trabajo   se   reportaron   especies   de   levpduras   que

previamente no  se habian identificado desde territorio ant5rtico. Este hallazgo abre las

puertas  a  investigar  estas  levaduras  desde  un  punto  de  vista  ecol6gico;  que  sen'a

descubrir 6cual es el aporte de estas levaduras a este ecosistema? y desde tin punto de

vista biotecnol6gico,  estudiar 6Cuales son las posibles aplicaciones bioteapol6gicas  de

estas levaduras?.

Por ultimo, identificar las levaduras a hivel de especie abre las puertas para otro

tipo de estudios mas aplicados, como evaluar la: producci6n de enzimas extracelulares,

producci6n  de pigmentos  o  posible producci6n  de  micosporinas  por  alguhas  de  estas

levaduras.
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8.2. Nombres y caracterl'sticas sitios de muestreo.

Nombre T (OC) Altura 'm)
T1 1,3 34
T2 2,6 0
P2 2,06 5
T5 1,7 12

T6 I,7 12

T7 2,3 33
T8 0,2 32
T9 2 29
Tlo 0.4 49
Tl1 11,6 -6

T12 10.7 6
T13 11 64
T14 7.9 66
T15 4,4 74
T16 3,8 101

T17 3,9 43
T18 5,6 22
Tl9 5 27
T20 3,I 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 I,4 39
T31 1,I 81

T32 9,2 NM
T33 7,4 NM
T34 5,8 NM
Hl 9,5 19

H2 8,2 17

H3 2.6 39
H5 i,4 39
H6 2,3 26
H7 8.8 NM
H8 5,8 NM
H9 10,1 NM
Hlo 5.8 NM
Hl1 6 NM
H12 2.6 NM
H14 ND NM
H15 5.6 57
H16 5,I 17

H17 3.2 182

ND: No determinada
NM: Nivel del mar
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