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RESUMEN

Los microorganismos gque colonizan el continente antartico han
desarrollado diferentes adaptaciones para poder sobrevivir en las condiciones
imperantes en esta region, lo que atrae una atencién considerable debido a su
importancia en el ciclo biogeoquimicos de nufrientes, su papel ecolbgico y
porque muchas de las propiedades de estos psicréfilos pueden ser aplicadas en
campos biotecnolégicos e industriales. Para poder sobrevivir los
microorganismos psicrofilos han adaptado su metabolismo para utilizar las
fuentes de carbono y energia disponibles y “competir” por ellas debido a la poca
biodisponibilidad del alimento. Muchas levaduras sintetizan proteinas o
glicoproteinas con efectos toxicos contra otras levaduras sensibles, lo que les
confiere un fenotipo micocida. Se propone que en habitats naturales la
produccién de estas foxinas debieran conferir una ventaja en levaduras que
poseen este fenotipo por sobre las que no lo poseen (sensibles a las toxinas
excretadas), en la competencia por nutrientes. Por ello, el objetivo de este

trabajo es caracterizar distintas especies de levaduras aisladas desde muestras

de suelo de diferentes islas de la region subantartica y peninsula antartica, de
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acuerdo a su capacidad de producir enzimas extracelulares y actividad
antimicrobiana.

A partir de la identificacion molecular por marcadores ribosémicos de las
cepas obtenidas en las muestras de suelos, se evalué las actividades
hidroliticas extracelulares en placas para 16 cepas de levaduras. Las
actividades evaluadas fueron; proteasa, amilasa, lipasa, pectinasa, esterasa,
celulasa, xilanasa, ureasa, fosfatasa, glucosa oxidasa, invertasa y gelatinasa.
Se evalud la actividad antimicrobiana usando el método de azul de metileno en
placa, en ensayos cruzados entre las distintas especies de levaduras. Ademas,
para establecer la existencia de competencia entre cepas psicrofilas y
correlacionar las levaduras que poseian aclividad antimicrobiana con la
presencia de Elementos Genéticos Extracromosémicos (EGEs) se analizd la

existencia de dsRNA en todas las cepas en estudio.

Se obtuvieron resultados positivos para 10 actividades hidroliticas, en al
menos una de las levaduras estudiadas: 1 proteasa, 8 amilasa, 16 lipasa, 6
pectinasa, 9 esterasa, 7 celulasa, 10 ureasa, 15 fosfatasa, 13 invertasa, &
gelatinasa. lLas especies con mayor numero de actividades fueron
Cryptococcus vicforiae M5 y Rhodotorula psychrophenolica con 7 actividades, y
las que presentaron un menor nimero de actividades fueron: Rhodoforula

pallida, Rhodotorula glacialis M17, Rhodotorula laryngis M22 y Cryptococcus

victoriae D27. Se encontrd que las levaduras Rhodoforula fragaria, Rhodotorula




mucilaginosa, Cryptococcus sp1., Cryptococcus gilvescens y Cryptococcus
victoriae D27, presentan actividad antimicrobiana. Sin embargo, no se
obtuvieron resultados coincidentes al comparar los perfiles de actividad
antimicrobiana de las diferentes especies de levaduras y su contenido de

dsRNAs.

Los resultados muestran que las levaduras exhibieron un conjunto
eficiente de enzimas exiracelulares gue actitan a bajas temperaturas, las que
son reflejo de las diversas adaptaciones que las levaduras poseen para poder
sobrevivir a este clima extremo. Los resultados sugieren ademas la existencia
de competencia entre las especies por medio de la actividad fungistética que

presentaron las cepas analizadas.
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ABSTRACT

The microorganisms that colonize the Antarctic continent have developed
different adaptations to survive in the conditions prevail,ilng in this region, which
attracts considerable attention because of their importance in the
biogeochemical cycling of nutrients and their ecological role. In addition,
psychrophilic microorganisms can be applied in biotechnological and industrial
fields. Cold adapated microorganisms must adapt their metabolism to use
sources of carbon and energy available, due fo the low bioavailability of food, o
"compeie” for them. Many yeasts synthesize proteins orfglycoproteins with foxic
effects against other sensitive yeasts, which gives them a mycocidal phenotype.
It is proposed that in natural habitats, the production-of these toxins should
confer a competitive advantage in competition for nutrients and space.
Therefore, the objective of this work was to characterize different species of
yeasts isolated from soil samples from different islands of the sub-Antarctic and
Antarctic Peninsula, considering their ability to producé extracellular enzymes

and antimicrobial activity.
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The extracellular activities tested were: protease, amylase, lipase,
pectinase, esterase, cellulase, xylanase, urease, phosphatase, glucose oxidase,
invertase and gelatinase. The antimicrobial activity was evaluated in cross-test
assays among the different yeast species, using the method of methylene blue
in plates. One of the genetic determinants for the production of antimicrobials in
yeasts are extrachromosomal double stranded RNA molecules. The existence of
this kind of genetic element was evaluated in all yeast species studied.

Positive results were obtained for 10 hydrolytic activities in at least one
yeast species: 1 protease, 8 amylases, 16 lipases, 6 pectinases, 9 esterases, 7
cellulases, 10 ureases, 15 phosphatases, 13 invertases and 5 gelatinases. The
species with the highest number of activities were Cryplococcus victoriae M5
and Rhodotorula psychrophenolica with 7 activities, and the ones presenting
fewer activities were: Rhodoforula pallida, Rhodotorula glacialis M17,
Rhodotorula laryngis M22 and Crypfococcus victoriae D27. It was found that the
yeasts Rhodoforula fragaria, Rhodotorula mucilaginosa, Crypfococcus spi,
Cryptococcus victoriae, and Cryptococcus gilvescens D27, have antimicrobial
activity; however, the phenotype was not encoded by dsRNAs molecules.

The results showed that yeasts possess an efficient set of extracellular
enzyme activities that work at low temperatures, which reflect the various
adaptations that yeasts possess in order to survive this extreme weather. The
results also suggest the existence of competition between species through

fungistatic activity showed in the fested strains.
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1. INTRODUCCION

El continente antartico se caracteriza por poseer clima, habitats y una
geografia extrema, y es considerado el clima mas frio y seco en la tierra. Entre
las caracteristicas que prevalecen en este continente son las bajas
temperaturas (con una media mensual siempre por debajo de los 0° C),
sequedad extrema, frecuentes ciclos de hielo/deshielo, bajas precipitaciones y
baja disponibilidad de nuirientes, asi como una alta radiacién UV (Onofri y cols.,
2007a; Margesin y Miteva, 2011). Con estos antecedentes es logico pensar que
estas condiciones extremas forman una barrera para cualquier forma de vida
microbiana. Sin embargo, se ha revelado que proporciona un habitat para una
diversidad de especies de microorganismos (Frisvad, 2008; Yergeau Kowalchuk
2008; Carrasco y cols., 2012). Los microorganismos mas estudiados desde
ambientes frios corresponden a bacterias, siendo menor el estudio de

levaduras (Margesin y Miteva, 2011).
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Caracteristicas de los Microorganismos adaptados al frio

Convencionalmente, los microorganismos adaptados al frio se pueden
dividir en psicréfilos obligados y facultativos. Los primeros presentan una
temperatura optima para el crecimiento de alrededor de 15° C, una temperatura
maxima < 20° C y una temperatura minima para el crecimiento de 0° C o inferior
(Morita, 1973; Arthur y Watson, 1976). En contraste, microorganismos que
crecen a 0° C, pero que presenta una temperatura 6ptima para el crecimiento a
20-30°C se llaman psicrofilos facultativos o psicrotolerantes (Vishniac, 1987:
Cavicchioli y Tortsen, 2000; Raspor y Zupan, 2006).

Se han encontrado varias especies de levaduras que colonizan con éxito
el continente antartico. Algunas de estas levaduras son autéctonas antarticas,
psicrofilos obligados, otros han sido traidos por las corrientes de viento y mar,
asi como por aves migratorias, los seres humanos y otros animales, que de vez
en cuando visitan este habitat. Los dltimos grupos son en su mayoria
psicrotolerantes, que igualmente crecen a temperatura ambiente (25 + 2°C)
aunque quedan en estado latente durante mucho tiempo a bajas temperaturas.

La capacidad de folerar la baja temperatura, alta salinidad, alta radiacion
UV y ofras condiciones extremas son adaptaciones de las levaduras que se
encuentran en ambientes antarticos (Ruisi y cols., 2007; Shivaji y Prasad, 2009,
Villarreal y cols., 2016). Algunos de estos mecanismos de adaptacion al clima
frio incluyen un aumento en las concentraciones de trehalosa y poliol

intracelulares, lipidos de membrana insaturados (mantenimiento de la fluidez de
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la membrana celular) asi como la secrecion de proteinas anticongelantes y
enzimas activas a bajas temperaturas (Robinson, 2001; Ruisi y cols., 2007).
Estos microorganismos extremofilos pueden utilizar biopolimeros de
carbonos complejos como fuentes de energia, debido a que son capaces de
sintetizar enzimas extracelulares que son activas a bajas temperaturas
(enzimas adaptadas al frio). En este sentido, los hongos son conocidos por
producir una gama de enzimas exiracelulares y otros metabolitos secundarios.
La inversion en la produccién de estas enzimas puede ser un elemento
importante de la estrategia de supervivencia de estos hongos en los suelos de
la Antartica maritima. Por lo tanto, se considera que las levaduras psicréfilas
juegan un papel importante en el ciclo de nutrientes y en el proceso de

produccién de biomasa en los ecosistemas frios (Margesin y cols., 2002).

Vida en la Antartica

La abundancia y diversidad de organismos disminuye con la altitud y latitud
desde la costa hasta la meseta continental (Pickard y Seppelt, 1984; Kappen,
1993; Broady, 1996), existiendo una mayor biodiversidad en las zonas costeras
(Convey y cols., 2014). Este ambiente frio estd dominado por una gran variedad
de microorganismos tales como arqueas, bacterias, hongos, actinomicetos y
algas (Margesin y Miteva, 2011). Los organismos macroscopicos presentes son
invertebrados del suelo, incluyendo Diptera, Acari, Collembola, Nematoda,
Rotiferos, Tardigrados y Protista (Block, 1984; Adams vy cols., 2006;. Convey,

2013) y las plantas inferiores, incluyendo musgos y hepaticas (Smith, 1984;




Convey, 2013). Los hongos son un grupo de microorganismos importantes en
los ecosistemas de suelos de la Antartica (Yergeau y cols., 2007; Onofri y cols,
2007b), participando en la descomposicién de la materia organica muerta y el
reciclaje de nutrientes de las plantas (Read y Pérez-Moreno, 2003). Las
comunidades flngicas antarticas incluyen representantes de géneros de los
principales levaduras; Crypfococcus, Candida, Rhodotorula, Leuconeurospora,

Mrakia, Wickerhamomyces, Dioszegia, Holtermanniella (Carrasco y cols, 2012).

La mayoria de los hongos microscopicos antarticos son cosmopolitas;
algunos de ellos son transportados como propagulos a la Antartica, pero no
pueden crecer en las condiciones de la Antartica. Mientras que otros, como se
menciond anteriormente, estan bien adaptados y son capaces de crecer y
reproducirse incluso a bajas temperaturas. La distribucion de los hongos en la
Antartica esta relacionado con la distribucion de los diferentes sustratos taies
como suelos, maderas, rocas, veriebrados e invertebrados (Bridge y Spooner,
2012). Con respecto a la cantidad de carbono organico del suelo antartico estos
soh mayores a lo largo de la Peninsula Antartica, intermedio en el este de la
Antartida, y la menor cantidad en las montafias Transantarticas. Las aves
marinas aportan grandes cantidades de estiércol en los ambientes terrestres y
son el factor que influye en los perfiles de niveles de carbono organico del suelo

antarticos, mienfras que en los valles secos de McMurdo, por ejemplo, los

perfiles de carbono organico del suelo estan relacionados con la proximidad a

las fuentes de agua (Bockheim J y Haus NW, 2014). A esto se puede sumar




que las macroailgas ademas de ser importantes productores primarios, tienen
un papel clave en los flujos de carbono organico en la Antartida (Nedzarek y
Rakusa-Suszczewski, 2004). Fuentes de nutrientes externos tales como
nitrdgeno depositados por los pingiiinos y otros vertebrados, también, tienen un
papel importanie en los ecosistemas terrestres antarticos (Greenfield, 1992;

Bokhorst y cols., 2007).

Enzimas adaptadas al frio

LLa produccion de metabolitos extracelulares es una caracteristica
generalizada de [a biologia microbiana, estos compuestos contribuyen a
diversas funciones que incluyen la adquisicién de recursos, la proteccion, la
competencia y las interacciones inter e intraespecifica. Los hongos son
conocidos por producir una gama de enzimas exiracelulares, en particular,
hidrolasas, que ayudaran en su adquisicién de nutrientes desde el medio
ambiente circundante, ya que estas enzimas degradan la materia organica del
suelo y los productos posteriormente son absorbidos por las células
productoras. Ademas, se ha informado que levaduras del suelo contribuyen
significativamente en la biorremediacién de suelos contaminados con
hidrocarburos en la Antartida (Ferrari y cols., 2011).

Las enzimas psicréfilas son hasta diez veces mas activas a temperaturas
bajas y moderadas que sus homologas mesdfilas, requieren menor energia de
activacion y se inactivan a temperaturas superiores a la 6ptima de catalisis

(Feller y Gerday, 2003). En este contexio, enzimas microbianas activas a bajas




temperaturas han atraido una atencion creciente en los (ltimos afios para su
uso industrial (Tabla 1) (Joseph y cols., 2008; Quanfu y cols., 2012). Una de las
principales ventajas de su uso esta relacionado con disminucién de gasto de
energia y los costes de procesamiento asociados con etapas de calentamiento
industrial. EI uso de enzimas psicréfilas hidroliticas activas a bajas temperaturas
tales como proteasas, lipasas, amilasas y celulasas en la composicion de los
detergentes seria de gran ayuda para el lavado de la ropa en frio. De esta
forma se reduciria el consumo de energia y el desgaste de las fibras textiles.
Enzimas psicréfilas que degraden polimeros también podrian ser dtiles en la
industria del papel, ayudar en la manipulacién de la pasta o en los esfuerzos de
biorremediacion. En la industria alimentaria, la utilizacion de pectinasas a
temperaturas mas bajas, son titiles para la clarificacién de los zumos de frutas o
el tratamiento de quesos. Aparte de estos ejemplos, tienen potencial para otras
aplicaciones interesantes tales como ia hidrélisis de lactosa en la leche
utilizando (-galactosidasa; mejora en el sabor de la carne refrigerada y
reblandecimiento de lana o limpieza de lentes de contacto con proteasas;
mejora de productos de panaderia usando glicosidasas (por ejemplo, amilasas,
proteasas y xilanasas). Lipasas activas a bajas temperaturas pueden ser una

buena alternativa a las enzimas mesofilicas en la industria cervecera, del vino o

en la elaboracion de quesos (Kumar y cols., 2011).




Tabla 1. Enzimas con sus posibles sustratos en la naturaleza y su
aplicacion industrial

Enzimas Sustrato Aplicacion industrial Industria

Amilasa Almidoén Pan Panaderia
Almidonar en frio ropa Textll
Ayuda a la digestion Farmacéutica
Elimina manchas Lavanderia

Invertasa Sacarosa Relleno blanco de caramelos Contfiteria

Gloc, oxidasa Glucosa Elimina glucosa y oxigeno Alimentaria
Determinacion de glucosa en Farmacéutica
suero y plasma sanguineo
(papeles para pruebas de |a
diabetes)

Lipasa Lipidos Degradar grasas Lavanderia y
(fitoplancton, Lecheria
sedimentos marinos)

Celulasa Celulosa Suavizar y abrillantar tejidos; Lavanderia

(plantas) Detergente. Panaderla
Modificacién de masas

Pectinasa Pectina {plantas) Prensado, clarificacion del vino. | Bebidas y

Tratamiento de quesos Fruticulas
Lecherias

Proteasa Proteinas Pan Panaderia
Ablandador de carnes Carnica
Limpieza de heridas Medicina
Detergente doméstico Lavanderia

Fosf. Alcalina Restos organicos Produccion de leche Lecheria e

industrias de
biocombustibles y
de disolvente

Xilanasa Xilanos (vegetales) Blanqueamiento de la pulpa en | Papelera
la fabricacion de! papel; Bebidas
Clarificacién de jugos y vinos; Panaderia.
Modificacién de masas.

Ureasa Urea Calidad de la leche. Lecheria
Fabricacion de bebidas Bebidas
alcoholicas {medida de los
niveles de urea)

Gelatinasa Protelnas Biomarcadores de varias Medicina

enfermedades y sindromes
metabdlicos
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Antimicrobianos “Killer” y su relacion con Elementos genéticos
extracromosomicos (EGEs) en levaduras

Los microorganismos que compiten por recursos limitados han
establecido un amplio arsenal de compuestos letales destinados a la inhibicién
o la destruccion de los competidores. Estos antimicrobianos incluyen
antibidticos clasicos y sustancias de peso molecular bajo/ medio, con frecuencia
son péptidos antibidticos e incluso grandes complejos de proteina denominada
bacteriocinas (protefnas bactericidas) y toxinas asesinas (proteinas fungicidas).
Asumiendo la existencia de competencia entre los microorganismos por
alimento y espacio en el ambiente, es de esperar que algunas levaduras
produzcan compuesios antimicrobianos, que les otorguen una ventaja sobre
otras levaduras. Estos han sido descritos en diversos géneros de levaduras
(Schmitt y Breinig, 2002). Generalmente corresponden a compuestos proteicos
activos a valores de pH entre 3 a 5,5 (Goiubev y Shabalin, 1994; Marquina y
cols., 2002).

El descubrimiento de los antibiticos se remonta a principios del siglo XX
y revoluciono los tratamientos médicos contra la contaminacién; sin embargo, la
secrecion de proteinas fungicidas no llegé a ser evidente hasta la década de
1960 con el descubrimiento de la primera levadura con fenotipo micocida
(fenotipo “killer”) en Saccharomyces cerevisiae, donde se dio a conocer que los
virus de ARN de doble cadena constituyen la base molecular de la secrecion de
la toxina (Bevan y cols., 1973). En la actualidad, somos conscientes de una

amplia cantidad de "toxinas asesinas” procedentes tanio de levaduras




ascomycetes y basidiomycetes. Los tamafios de las toxinas van desde
pequefios polipéptidos codificados cromosdmicamente a grandes compiejos de
proteina di o trimérica, siendo estas Ultimas codificadas por elementos de ADN
o ARN extranucleares de origen viral.

Los virus de S. cerevisiae “killer’ pertenecen a ia familia Totiviridae.
Persisten como un par de dos virus encapsulados por separado en particulas
en el citoplasma. Una de ellas es la L-A virus “helper” que esta presente en la
mayoria de la cepas de levaduras y codifica la principal proteina de la capside
(Gag) y una ARN polimerasa dependiente de ARN. Por otra parte un dsRNA
satélite llamado M que sélo existe en las levaduras “Killer” y codifica la toxina,
su preplicacion depende del virus L-A.(Schmitt y Breinig, 2006).

El estudio de toxinas asesinas ha despertadc gran interés debido a la
posibilidad de encontrar antimicrobianos de importancia en medicina, en el
tratamiento de infecciones flngicas (Conti y cols., 1998) y para eliminar
microorganismos indeseables en fermentaciones industriales o en la

conservacion de alimentos (Sulo y cols., 1992; Sulo y Michalcakova, 1992).

Islas del archipiélago Shetland del Sur

Se caracterizan por ser zonas de gran riqueza biolégica, con una biota
variada, algunas poseen una amplia gama de comunidades vegetales con la
fauna de invertebrados asociada; también estd particularmente bien
representada la fauna de vertebrados. Ademas, poseen diversidad de paisajes

desde playas con fumarolas, aridas laderas volcanicas, hasta numerosos
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riachuelos y lagunas en verano.

Estudios demuestran que las variables geoquimicas del suelo difieren
significativamente entre distinfos lugares muestreados en la Antartica,
probablemente como resultado de la variacidon en la formacion del paisaje,
depédsitos organicos de la cubierta vegetal, insumos ormitolégicos y
desplazamiento en la acumulacion de nutrientes debido al derretimiento del

agua (Velasco-Castrillon, 2014).

Origen de las muestras y almacenaje.

En este trabajo se analizaron distintas especies de levaduras,
recolectadas por nuestro grupo de trabajo durante la campafa de enero de
2014 realizada con el apoyo del Instituto Antartico Chileno. Corresponden a
muestras de suelo recolectadas de distintos puntos perienecientes a las Islas
de Shetland del Sur (Isla Decepcion, Isla Snow, Punta Hannan, Isla Dee, Isla
Nelson, Isla Litchfield, Base Prat y peninsula de Coppermine). Estas islas
comprenden suelos con una variedad de biota marina y terrestre, incluyendo a
una de las islas mas visitadas desde la llegada del hombre a la antartica {Isla
Decepcién). Las muesiras fueron recoleciadas en zonas de altura
pertenecientes al borde costero, ya que son suelos desprovistos de hielo y al
estar en altura los hace menos intervenidos. Algunas de estas zonas son
ASPAS (Anflarcfic Specially Protected Area) por lo que alli se encuentra flora y

fauna especialmente protegida. Las muestras se almacenaron en tubos falcon a

-20°C durante el periodo que duré la camparia hasta la llegada al laboratorio
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donde se realizaron los estudios (Laboratorio de genética- UCH), una vez aqui,
se guardaron a -80°C hasta su analisis. Los estudios incluyeron la capacidad de
utilizar y competir por fuente de carbono y energia. Estas aproximaciones se
realizaron evaluando la produccién de enzimas hidroliticas extracelulares y

actividad antimicrobiana.




HIPOTESIS

Aunque los posibles sustratos utilizables como fuente de carbono en
suelo antartico son desconocidos, se puede asumir que son variables entre las
distintas zonas desde donde se aislaron las levaduras.

Basado en esto se puede hipotetizar que las diferentes especies de
levaduras aisladas desde estas islas se diferenciaran en cuanto a las enzimas
extracelulares que producen. Ademas, entre ellas existirian algunas levaduras
que matan o inhiben el crecimiento de ofras levaduras, dicha actividad estaria

cadificada en elementos genéticos extracromosomicos.
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L a3

OBJETIVOS

Objetivo general

. Caracterizar las levaduras obtenidas respecto de la produccion de

actividades hidroliticas extracelulares y antimicrobianas, y la presencia

de elementos genéticos extracromosomicos.

Objetivos especificos.

. Determinar actividades enzimaticas exiracelulares producidas por

colonias de levaduras y por extractos protéicos.

. Determinar actividad antimicrobiana por colonias de levaduras y

extractos protéicos.

. Determinar la presencia o ausencia de dsRNA.

13




2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

Cepas de levaduras: las levaduras utilizadas en este trabajo con sus
respectivas temperaturas de crecimiento se presentan en la Tabla 2. Ellas

fueron obtenidas e identificadas previamente por nuestro grupo de trabajo.

Cepas - Controles: Se utilizd como control positivo la cepa Dioszegia
fristingensis (T11Df) para las actividades amilasa, celulasa, pectinasa, xilanasa.
Wickerhamomyces anomalus para las actividades esterasa, lipasa, fosfatasa, y
proteasa. Leucosporidiella fragaria como conirol de gelatinasa. Para actividad
glucosa oxidasa control positivo Candida parapsilosis y Rhodoforula
mucilaginosa como control de actividad invertasa y ureasa. Estas cepas fueron

utilizadas en trabajos previos por nuestro laboratorio.
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Tabla 2. Cepas en estudio y temperaturas de crecimiento.

Especies Temperatura T° Rango
Optima (°C) | crecimiento (°C)

Rhodoftorula pallida 22 10-30
Cryptococcus sp.1 4 /10 4-22
Cryptococcus gilvescens 4/10 4.22
Cryptococcus victoriae D27 10 4-30
Crypfococcus victoriae M5 22 4-30
Cryptococcus sp.2 22 4-22
Leuconeurospora sp. 15 4-22
Mrakia frigida 22 4-37
Rhodoforula fragaria 10 4-15
Rhodotorula glacialis M17 15 4-22
Rhodoftorula glacialis Mi22 22 4-30
Rhodotorula laryngis M22 22 4-22
Rhodoforula laryngis D27 22 4-37
Rhodotorula mucilaginosa 10 4-22
Rhodoforula psychrophenolicaw 22 4-37
Sporobolomyces roseus 22 10-30

15
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Analisis previo a este trabajo, fueron la identificacion de las cepas aqui
mostradas por medio de la amplificacién de D1/D2 y regidon 1TS1-5.8S-ITS2 del
rDNA; ademas de la estimacién de sus temperaturas optimas y rangos de las
temperaturas a las que crecen. Las cepas pertenecen en su gran mayoria al
phylum Bacidiomycetes, solo una pertenece al phylum Ascomycete

(Leucoeurospora sp).

Reactivos quimicos: Los componentes de los medios de cultivo o reactivos
quimicos puntuales, se adquirieron de Sigma Chemical, Merk y Difco

Laboratorios.

Acidos nucleicos. Como marcador de peso molecular se utilizé el marcador

1 kb adquirido en New England Biolabs.

2.2 Metodos

Métodos de bhiologia molecular
Electroforesis se realizo de acuerdo al manual de Sambrook y Russell, 2001
Medio de cultivo

Para preservar y crecer levaduras se ufilizé el medio de cultivo YM (0,3%

extracto de levadura, 0,3% extracto de malta y 0,5% peptona) suplementado

con 1% glucosa.
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Ensayos de actividad enzimatica extracelular: Todos los ensayos se
realizaron en medio YM solido suplementado con 1% de glucosa (a menos que
se especifique lo contrario) y el sustrato adecuado para la actividad enzimatica.
Las placas se incubaron a la temperatura optima de crecimiento de la levadura
aislada (Tabla 2), y las actividades enzimaticas fueron determinadas como se

describe a continuacion.

Actividad Amilasa. Las células se cultivaron en medio que contenia 0,2% de
almidon soluble. A las placas se les agregd 1 mi de solucién de yodo, y la
actividad positiva fue definida como un halo claro alrededor de la colonia en un

fondo purpura (Hankin y Anagnostakis.,1975)

Actividad Celulasa. Las células fueron cultivadas en medio suplementado con
0,5% de carboximetilcelulosa (Strauss, 2001). Después de la incubacion, a las
placas se les agregd 1 mg / ml de solucidon de rojo Congo, que se dejé
reaccionar por 15 min. Posteriormente, a las placas se les agregd NaCl 1M
(lavado) durante 15 min. Actividad celulasa positiva se observa como un halo

claro alrededor de la colonia en un fondo rojo (Teather y Wood, 1982).

Actividad Lipasa. Las células se cultivaron en medio que contenia 1%
tributirin. La actividad lipasa se indicé por la presencia de un halo claro

alrededor de la colonia (Gopinath y cols., 2005)

Actividad Proteasa. Las células se cultivaron en medic suplementado con 2%

de caseina a pH 6,5. La actividad proteasa positiva se indicé por la presencia
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de un precipitado de color blanco alrededor de la colonia (Strauss y cols., 2001).

Actividad Xilanasa. Las células se cultivaron en medio suplementado con
0,5% de xilano (McCarthy y cols., 1985). Actividad xilanasa se identificd por la

presencia de un halo claro alrededor de Ia colonia.

Actividad Pectinasa. Células se cultivaron en medio YNB 0,67%, pH 7,0, que
contenia 1% pectina (Buzzini y Martini, 2002). A las placas se les agregd
bromuro de hexadeciltrimetilamonio 1%, y la actividad se indicé por un halo

claro alrededor de la colonia.

Actividad Esterasa. Las células se cultivaron en medio compuesto de 1% de
Bacto peptona, 0,5% NaCl, 0,4% de CaCl>*2H;0 y 1% de Tween 80 (Slifkin,
2000). La actividad esterasa se observd por un precipitado de color blanco

alrededor de la colonia.

Actividad Ureasa. Las células se cultivaron en medios suplementados con una
solucion de urea al 0,5%. A las placas se les agregé azul de bromotimol al 1% y
la actividad se observo por la presencia de un halo de color azul alrededor de la

colonia (Hankin y Anagnostakis, 1975).

Actividad Fosfatasa. Las células se cuitivaron en medios que contenian
fenolftaleina difosfato 0,01M. A las placas se les agregé hidréxido de amonio.
Actividad fosfatasa se indicé por la presencia de un halo fucsia alrededor de la

colonia (Hankin y Anagnostakis,1975).
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Actividad Glucosa Oxidasa. Las células se cultivaron en medio YEP. A las
placas se les agregd buffer m-Mclivaine pH 7,0 y la actividad se indicd por la

presencia de un halo café alrededor de la colonia (Hodgkins y cols., 1993).

Actividad Gelatinasa. Las células se cultivaron en placas con medio YM, que
en lugar de agar, fue suplementado con gelatina al 16% para su gelificacion.
Sobre una base de medio YM-agar al 1,5%. La actividad positiva se observé por

un cambio de textura en el medio alrededor de la colonia.

Actividad Invertasa. Las células se cultivaron en medio YNB 0,67%, sacarosa
2%, bacto agar 1,5% y verde bromocresol 0,003%. La actividad se observé al

obtener un viraje de color de verde a amarillo en la placa.

Determinacion de los halos de actividad enzimatica Los halos de actividad
(de degradacién o precipitacidn) y el diametro de las colonias fueron medidos
con una regla con el fin de calcular el tamafio de los halos de hidrédlisis. Se
calcul6 el tamafio de los halos de hidrélisis aplicando la formula A-B=2C, como
se observa en la Figura 1; donde A hace referencia al diametro de la colonia

mas el halo de hidrdlisis, B es el didmetro de la colonia y C es el resultado de la

diferencia de las dos medidas dividido en 2, equivalente al halo de actividad.
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Figura 1. Determinacion de halo de actividad invertasa en la cepa control
Rhodotorula mucilaginasa. (A) diametro del halo de hidrolisis; (B) diametro de
la colonia y (C) halo de actividad resultado de las diferencias entre A y B
(A-B)2

Obtencion de proteinas extracelulares totales

Los cultivos celulares de 100 ml se centrifugaron a 6000g por 10 miny a
4°C. El sobrenadante se filtr6 con una membrana de fluoruro de polivinilideno
de 0,45mm de diametro (Millipore). Posteriormente, se agregé sulfato de
amonio (80% final) en agitacion a 4°C por 40 min para precipitar las proteinas
presentes en el sobrenadante. Se centrifugé durante 15 min a 10000g y el pellet
obtenido se suspendié en 4 ml de Buffer Tris-HCI (100 mM pH 7). Las muestras
se dializaron (10 kDa tamafio corte) en 1000 ml de Buffer Tris-HCI (100 mM, pH
7) durante 12 h a 4°C. Finalmente, las proteinas se almacenaron a -80°C para
su posterior analisis en la determinacion de actividades hidroliticas

extracelulares y antimicrobiana de las cepas en estudio.
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Analisis de actividad antimicrobiana

Para los ensayos se confeccionaron “césped celulares" mezclando 25 ml
de medio YM 1,5 % agar fundido, 250 pl de 0,3% de azul de metileno y 2,5 ml
de culiivo celular de levaduras, el cual se vertié sobre una placa de Petri y se
incubdé a temperatura ambiente hasta que gelificara. Sobre estos césped se
sembraron las levaduras a ensayar o se confeccionaron pocillos de 1 cm, en los
cuales se deposité 100l de extracto proteico. Una zona de inhibicién alrededor
del inéculo indicd produccion de toxina (Baeza y cols., 2010; Schmitt y Tipper,

1990).

Extraccion de RNA total

Los pellets celulares obtenidos de los cultivos, se resuspendieron en 400
pL de buffer de lisis (Acetato de Na 0,02 M, pH 5,5 + SDS 0,5% + EDTA 1 mM,
en agua DEPC 0,1%). Se adiciond 250 pl de perlas de vidrio de 0,5 mm de
diametro (BioSpec Products, Inc.) y se agitd por 1,5 min en el equipo “Minibead
beeter” (Biospec). Pasado el tiempo se agregd 800 uL de TriReagent,
manteniendo una agitacion constante por 2 min, posteriormente se procedio a
incubar a temperatura ambiente (10 min). Se agregé 400 uL de cloroformo y se
agitd manualmente por 15 s y se incub6é a T° ambiente por otros 10 min. Se
procedid a centrifugar 15 min a 14.000 g, a 4 °C. Se rescato la fase acuosa, se

agregaron 250 pL de agua libre de nucleasas y finalmente se adiciond 600 uL

de isopropanol. Se realizé incubacién a temperatura ambiente (15 min) para
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proceder a centrifugar 15 min a 14000 g, 4°C. Se lavé el pellet con Etanol 75%.
Una vez seco, el pellet se resuspendié en 20 pl agua libre de nucleasas. Las

muestras de RNA total fueron fratadas con Nucleasa S1 y analizadas en geles

de agarosa al 1%.
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3. RESULTADOS

3.1. Analisis de actividades enzimaticas en colonias de levaduras

Para llevar a cabo este objetivo, todas las cepas previamente, se
refrescaron y crecieron en placas, a sus respectivas temperaturas optimas de
crecimiento. Posteriormente todas las cepas fueron sembradas en las placas
correspondiente para evaluar cada una de las actividades enzimaticas
estudiadas, cuya elaboracidon se detalla en metodologia. La presencia de un
halo claro u opaco revelé una actividad enzimatica, donde el diametro del halo
se ulilizé como una aproximacién de la dimension de la actividad enzimatica por

parte de la cepa.

3.1.1 Actividad Amilasa: El almidén al estar en contacto con el yodo da
una coloracién azulada. Si el almidén es degradado, el color azulado
disminuye comprobando la accion de la enzima, por lo que la

presencia de un halo claro alrededor de la colonia revela una

actividad enzimatica extracelular positiva. Bajo estos parametros, las
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cepas que mayor actividad presentaron fueron: Leuconeurospora sp.,

Mrakia frigida y Cryptococcus sp.2 .

Figura 2. Ensayos de actividad Amilasa. En la imagen A) se muestra
actividad enzimatica extracelular positiva de la cepa M. frigida con un halo de 10
mm. En la imagen B) R. pallida donde no se percibe halo.

3.1.2 Actividad Lipasa: Esta actividad se ve representada por un halo
opaco alrededor de las colonias. El halo traslicido se debe a la
hidrélisis de los enlaces éster formados entre los acidos grasos y el
glicerol formandose un precipitado de los acidos grasos, debido a que
el medio fue enriquecido con tributirin ( triglicérido). Esta actividad se
mostré positiva para todas las cepas estudiadas, pero las que

mostraron un halo mayor fueron: Sporobolomyces roseus,

Rhodotorula pallida, Cryptococcus sp.2
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Figura 3. Ensayos de actividad Lipasa. En A) Cryptococcus sp.2 con un halo
de 13 mm, en contraste se puede apreciar en la imagen B) un halo pequefio
(5 mm) de la cepa Cryptococcus sp.1.

3.1.3 Actividad Esterasa: La actividad positiva se ve representada como
un halo opaco alrededor de la colonia formado de cristales insolubles
producto de los acidos grasos liberados del sustrato utilizado Tween
80 unidos con el calcio incorporado en el medio (CaCly). Fueron 10
las cepas que presentaron halo de actividad siendo Cryptococcus

victoriae M5 la que present6 el halo mayor (Figura 4).
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Figura 4. Ensayos de actividad Esterasa. En A) C. victoriae M5 con un halo
de 10 mm. En B) Rhodotorula glacialis M17, ausencia de halo.

3.1.4 Actividad Pectinasa: Para revelar la actividad pectinolitica, se cubrid
la superficie del medio en la placa con bromuro
hexadeciltrimetilamonio. Este reactivo precipita la pectina intacta en el
medio, de modo que las zonas transparentes alrededor de las
colonias, contrastan con el resto de la superficie que es opaca e
indican la degradacién de la pectina. Las cepas mas representativas
corresponden a: Cryptococcus sp.2; M. frigida y Rhodotorula glacialis

M22.
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Figura 5. Ensayos de actividad Pectinasa. En A) Rh. glacialis M22 cuyo halo
alcanza los 10 mm (sefialado con barra azul) y en B) Rhodotorula laryngis D27
con ausencia de halo.

3.1.5 Actividad Proteasa: En esta actividad la colonias proteoliticas se
evidencian porque durante el desarrollo activo, las proteasas difunden en el
agar degradando la caseina, se genera un producto de alto peso molecular que
forma un precipitado blanquecino. Tanto mayor sea el area de difusién de las
proteasas, mayor sera el diametro del halo de precipitado. De todas las cepas
analizadas, sélo una presentd esta actividad, S. roseus, con un halo de

actividad de 8 mm.
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Figura 6. Ensayos de actividad proteasa. En A) se observa a S. roseus cuyo
halo alcanza los 8 mm y en B) Rhodotorula laryngis M22 con ausencia de halo.

3.1.6 Actividad Gelatinasa: La gelatina es una proteina que tiene la capacidad
de gelificar. Cuando es hidrolizada por gelatinasa, pierde su caracteristica de
gelificar, lo que da lugar a halos de degradacién. Las cepas que presentaron
una mayor actividad fueron: M. frigida, Rh. glacialis M22 y Rh. laryngis M22,

quienes presentaron halo de 10, 7 y 5 mm cada una respectivamente.
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Figura 7. Ensayos de actividad Gelatinasa. En A) Rh. laryngis M22 con un
halo de 5 mm (sefialado con barra azul) y en B) Cryptococcus sp.1 sin
actividad.

3.1.7 Actividad Ureasa: Este enzima hidroliza la urea y origina amonio, lo que
produce un incremento del pH que puede detectarse con el indicador de pH
azul de bromotinol (cambia de amarillo a azul frente a un medio basico). Por lo
tanto, la actividad positiva se visualizé como la imagen A de la figura 8, donde
se observa un halo de color azul. Se detect6 esta actividad en 9 de las 16
cepas estudiadas. La cepa que presentd el halo de mayor tamafo fue

Leuconeurospora sp.
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Figura 8. Ensayos de actividad Ureasa. En A) la cepa C. victoriae M5 con un
halo de 5 mm y en B) Rhodotorula fragaria en la que no se detecté actividad.

3.1.8 Actividad Celulasa : El colorante rojo congo utilizado para revelar la
actividad permite diferenciar entre celulosa intacta o degradada, ya que forma
complejos con polimeros de polisacaridos. La actividad se visualiza como un
halo anarajado alrededor de la colonia en contraste con un fondo rojo. Bajo
estos parametros, 7 presentaron esta actividad y M. Frigida fue la que presentd

el mayor halo de actividad (7 mm).
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Figura 9. Ensayos de actividad Celulasa. En A) Leuconeurospora sp. con
halo de actividad de 5 mm; en B) Cryptococcus sp.1 que no presenta actividad.

3.1.9 Actividad Fosfatasa: las fosfatasas hidrélizan el difosfato de fenolftaleina
liberando fenolftaleina, la que al reaccionar con el alcali (hidréxido de amonio)
entrega una coloracién rosa a rojo brillante en el medio. Por lo tanto, la actividad
fosfatasa se visualiza en un halo de color magenta caracteristico. Bajo este
supuesto, las cepas que mostraron actividad en este trabajo fueron 15,
Leuconeurospora sp. fue la unica que no present6 esta actividad enzimatica,
Las cepas en las que se observo un mayor halo de actividad fueron Rh. laryngis

D27, Rh. fragaria, M frigida, Cryptococcus victoriae D27 y Rh. glacialis M17,

todas ellas presentaron un halo de 10 mm.
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Figura 10. Ensayos de actividad Fosfatasa. En A) Cryptococcu gilvescens
con halo de actividad de 5 mm; en B) Leuconeurospora sp. sin actividad.

3.1.10 Actividad Glucosa Oxidasa: la hidrolisis de la glucosa presente en el
medio en presencia de la enzima glucosa oxidasa genera acido gluconico y
peréxido de hidrégeno. En presencia del peréxido de hidrégeno producido, la o-
dianisidina se transforma en o-dianisidina oxidada de color marrén por la
peroxidasa suministrada en el buffer, Bajo estos parametros no se obtuvieron
resultados positivos, ya que ningin halo de actividad fue observado, a
excepcion del control positivo (Candida parapsilosis) que ensayado en placa

mostré un halo tenue de color marrén.

3.1.11 Actividad Invertasa: El verde de bromocresol es un indicador de pH y
facilita la diferenciacién de colonias. El medio se torna de color verde debido a
la difusion del verde de bromocresol (reaccién alcalina). Los productos finales

de las colonias productoras de invertasa que difunden al medio mas la
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reduccién del pH provocan que el colorante vire a amarillo. Esta actividad se
evidencié en 13 cepas, la que presentdé mayor actividad fue Rh. laryngis D27

con un halo de 11 mm.

Figura 11. Ensayos de actividad Invertasa. En A) Rhodotorula mucilaginosa
con halo de actividad de 7 mm; en B) Rh. laryngis M22 sin actividad.

3.1.12 Actividad Xilanasa : La placa es opaca por el xilano agregado. La
actividad se evidencia como un halo transparente alrededor de la colonia debido
a la hidrélisis por las xilanasas del hongo. En este estudio las cepas no
presentaron esta actividad enzimatica, aunque el contro positivo empleado

(Dioszegia fristingensis) si presento .

Los perfiles de actividades enzimaticas de las 16 cepa en estudio
obtenidos para las 12 actividades practicadas se detallan a continuacién (Tabla

3).




Tabla 3. Actividades enzimaticas en colonias

ACTIVIDAD ENZIMATICA
NOMBRE CEPA Prot |Amil iLip |PeclEst{Cel |Xil {Ure |Fost|G.O. |Inv |Gel
Rh. paliida 0 0 8103100 5 3 0 0|0
Cr. gilvescens 0 0 21 0120|035 5 0 9|0
Cryplococeus. sp.1 0 0 5 5121010 5 5 0 710
Cr. victoriae D27 0 0 71010130 0 |10 0 5[0
Cr. victoriae M5 0 5 6 (010510 5 5 0 5 |0
Cryplococcus sp.2 0 5] 131200 5[ 01 0 0 2 0 |10] O
Leuconeurospora sp. 0 8 5| 0121656 0 104 0 0 1 0
Mrakia frigida 0 10 | 3 (161017 [0 0 | 10 0 7 110
Rh. fragaria 0 0 717121010 0 | 10 0 (10| O
Rh. glacialis M17 0 3 3| 0]0101]0 5 | 10 0 0|0
Rh. glacialis M22 0 3 6 (101011 0 0 5 0 5|7
Rh. laryngis M22 0 0 6| 0|70 0] 0 5 0 0| 5
Rh. laryngis D27 0 0 510011 4] 4 |10 0 [11] 3
Rh. mucilaginosa 0 0 51 0;0)]010 5 5 0 711
Rh. psychrophenolica 0 5 311 4] '3 0 0 5 0 211
Sp. roseus 8 0 101 0] 3] 0] 0 4 5 0 813

Prot: proteasa; Amil: amilasa; Lip: lipasa; Pec:

milimetros.
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petinasa; Est. esterasa; Cel
celulasa; Xil: xilanasa; Ure: ureasa; Fost: fosfatasa; G.O: glucosa oxidasa; Inv:
invertasa; Gel: gelatinasa. Los nUmeros indican el tamafio del los halos en
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3.2. Analisis de actividades enzimaticas en extractos proteicos

Con el objetivo de argumentar que las actividades enzimaticas presentes en
colonias son consecuencia de una proteina secretada al medio extracelular, se
extrajo las proteinas extracelulares de cultivos de las levaduras estudiadas. Las
pruebas para amilasa, lipasa, pectinasa, proteasa, esterasa, celulasa, ureasa,
fosfatasa, invertasa y gelatinasa dieron positivas en al menos una de las cepas
ensayadas, por lo que se postula que estas actividades se debe como
consecuencia de una proteina excretada al medio extracelular, ya que la actividad
se perdi6 completamente al incubar los extractos durante 15 min a 100° C ( figura
12). Los detalles de los perfiles de actividad enzimatica con extractos de

proteinas se detallan en la Tabla 4.

Al comparar los resultados obtenidos en colonias y extractos (presentados
en la Tabla 3 y Tabla 4 respectivamente) se puede observar que las cepas que
presentan actividad por exiractos proteicos son coincidentes con las que
presentaron actividad por colonias, aunque se ve disminuido el nimero de

actividades por cepa al analizar los resultados por extractos proteicos.

De las 5 cepas que presentaron mayor cantidad de actividades
extracelulares, solo dos mantienen este perfil: Mrakia frigida (amilasa, invertasa y
gelatinasa) y Rhodotorula glacialis M22 (fosfatasa, invertasa y gelatinasa). Lipasa
y fosfatasa siguen siendo las actividades mas frecuentes entre las cepas. Se suma
la actividad amilasa que en colonias no destaca dentro del grupo de actividades

mas frecuentes.




36

Tabla 4. Actividades enziméaticas en extractos proteicos.

ACTIVIDAD ENZIMATICA
NOMBRE CEPAS Prot |Amil |Lip [Pec|Est|Cel [Xil |Ure !Fost|G.0 {Inv [Gel
Rh. paliida 0 0 5 0|l2]0]01]Q 0 0 010
Cr. gilvascens 0 0 0 g|lo0ofo0[0] 0O 0 0 {15] 0
Cryptococeus. sp.1 0 0 2 g0{0]10]0 0 0 0 0|0
Cr. victoriae D27 0 0 0 glo0]2]|0[0]10 0 0|0
Cr. victorias M5 0 1 0 0o|1j0j0} 0 0 0 010
Crypfococcus sp.2 0 1 0 4 10010 0 0 0 0 0
Leuconeurospora sp. 0 4 0 01011 0 0 0 0 0 0
Mrakia frigida 0 2 0 c |00l 0|0 0 0 120120
Rh. fragaria 0 0 0 10107010 3 0 010
Rh. glacialis M17 0 0 3 c(0 [0 O 0 0 0 010
Rh. glacialis M22 0 0 0 0] 0101010 5 0 {20115
Rh. laryngis M22 0 0 0 o110l 00 0 0 0 {0
Rh. laryngis D27 0 0 0 0)]0{0)0 0 2 0 0] 0
Rh. mucilaginosa 0 0 0 Q{000 |10} O 0 00
Rh. psychrophenolica 0 0 2 0101010 0 0 0 0 0
Sp. roseus 2 0 3] 0Joj0}10 0 5 0 0|0

Prot: proteasa; Amil: amilasa; Lip: lipasa; Pec: petinasa; Est. esterasa; Cel:
celulasa; Xil: xilanasa; Ure: ureasa; Fost: fosfatasa; G.O: glucosa oxidasa; Inv:
invertasa; Gel: gelatinasa. Los numeros indican el tamafio del los halos en
milimetros.
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Figura 12. Ensayos de Actividad enzimatica por extractos protéicos. Cada
pareja corresponde al mismo ensayo de actividad enzimatica, realizado con el
extracto proteico (a la izquierda) y con el extracto previamente incubado a 100°C
por 15 min (a la derecha). Los ensayos realizados fueron: A) Actividad amilasa, se
puede apreciar el halo de actividad de 4 mm aproximadamente de la cepa
Leuconeurospora sp., B) Actividad celulasa, se puede ver un halo claro muy tenue
alrededor del posillo con los extractos protéicos de C. victoriae D27, en C)
Actividad esterasa en Rh. pallida cuyo halo de actividad es de 2 mm
aproximadamente en D) Actividad fosfatasa en extractos de S. roseus, cuyo halo
de actividad alcanza los 5 mm. E) Actividad Lipasa en Rh. pallida, se observa un
halo traslucido de aproximadamente 5 mm en F) Actividad Pectinasa con extractos
de la cepa Cryptococcus sp.2, se puede observar halo de degradacion alrededor
del pocillo.
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3.3. Analisis de Actividad Antimicrobiana en colonias

Para evidenciar si las cepas presentan algln grado de competencia, ya sea
por espacio o alimento, se realizaron ensayos cruzados entre ellas a sus
respectivas temperaturas de crecimiento 4°, 10°, 15° y 22° C (Tabla 5). Para esto
se suplemento el medio YM con azul de metileno al 1%, que ingresa a las células
muertas, es por esto que de existir una actividad fungicida se evidencia un halo
cuyo limite esta formado por la precipitacion de azul de metileno. De existir una
actividad fungistatica las celulas no mueren, pero la toxina inhibiria la reproduccion
de las levaduras, lo que se visualiza como un halo opaco de inhibicién que carece

de limite azul (Figura13).

Figura 13. Actividad Antimicrobiana en colonias. A) Rh. fragaria con un halo de
inhibicion de 2 mm (actividad fungistatica) en césped C. gilvescens, incubada a
10° C. B) Cryptococcus sp.1 sin actividad en el cesped Cryptococcus victoriae
D27.
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Se realizaron ensayos a todas las temperaturas de crecimiento de las cepas
estudiadas, pero solo hubieron resultados positivos a las temperaturas mas bajas
(4 y 10° C). Las unicas dos especies cuyas temperaturas optimas de crecimiento
es a 4° C presentaron actividad antimicrobiana enire ellas, ambas pertenecen al
genero Cryptococcus, también poseen temperatura optima a 10° C donde
presentaron diferentes espectros de actividades; Crypfococcus Sp1. presentod
actividad contra Rh. mucilaginosa, Rh. fragaria y C. gilvescens. Mientras que C.
gilvescens presentd actividad confra Rh. mucilaginosa y Rh. fragaria. l.as otras
cepas cuyas temperaturas optimas es 10° C son: Rh. mucilaginosa, presento
actividad contra Rh. fragaria, Crypfococcus sp1, C. gilvescens; Rh. fragaria
presentd actividad contra Rh. mucilaginosa, Cryptococcus sp1 y C. gilvescens; y

C. victoriae D27 presentd actividad contra ambas especies de Rhodotorulas y

Cryptococcus.
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3.4 Analisis de actividad antimicrobiana en extractos

Para determinar si esta actividad es producto de proteinas secretadas al medio
extracelular, se extrajeron proteinas de cultivos celulares crecidos en medio YM, y
se procedi6 a realizar los ensayos cruzados (Tabla 6). Las cepas Cryptococcus
sp1 y Rh. fragaria mostraron actividad antimicrobiana contra las mismas cepas
sensibles (cepas que ven afectada por la toxina) en colonias. Las otras tres cepas
no mostraron actividad al ensayarlas con sus extractos proteicos. Como esta
actividad es dependiente de multiples factores como temperatura, pH y salinidad
no se descarta que realmente esta actividad pueda ser producto de la secrecién
de alguna proteina extracelular, ya que la actividad se perdi® completamente
cuando los extractos fueron incubados previamente a 100°C, por 15 min (Figura

14).

Figura 14. Actividad Antimicrobiana por extractos en placas. Ensayo de
extracto de proteico extracelular (100 pl en un pocillo de 1 cm de diametro) A) Rh.
fragaria con un halo de inhibicién de 2 mm (actividad fungistatica) en césped C.
gilvescens, incubada a 10°C. B) Rh. fragaria sin actividad, producto de la
denaturacién a 100° C por 15 min, en el mismo cesped .
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3.5 Presencia de Elementos Genéticos Exfracromosomicos (EGEs).

Para este punto se analizo la presencia de dsRNAs en las levaduras
estudiadas con la finalidad de correlacionar {a existencia de estos y su actividad
antimicrobiana. Para ella se exitrajo ARN de todas ias cepas en estudio y
posteriormente se les adiciond Nucleasa S1, pero ninguna de ellas fueron
resistentes al tratamiento (Fig.15). Esta nucleasa digiere ADN o ARN de cadena
sencilla. Por lo gue se concluye que las cepas en estudio no presentan dsRNA
y por tanto no se puede relacionar la existencia de este tipo de EGE con la

actividad antimicrobiana que presentaron las levaduras en este estudio.
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Figura 15. Perfiles de RNA de levaduras antarticas. A) RNA totales. B) RNA
totales tratados con Nucleasa S1. 1: Rh. fragaria; 2: Cryptococcus sp.1; 3: C.
gilvescens; 4: Rh. mucilaginosa; 5: Rh. pallida; 6: C. victoriae D27; 7: Rh.
psychrophenolica; 8: Rh. laryngis M22; 9: M. frigida; 10: Cryptococcus sp.2; 11:
C. victoriae M5; 12: Rh. glacialis M17; 13: Leuconeurospora sp.14: control
positivo (Xanthophyllomyces dendrorhous), en la imagen se observan dos
dsRNA cuyos tamarios corresponden a 5 y 4 kb (se indican con las flechas)
Estandar de peso molecular de 1 Kb.




4. DISCUSION

Los datos derivados del andlisis de los phylum encontrados en el
presente estudio, sugieren que las levaduras Basidiomycetes estan mas
adapiados a los ecosistemas antarticos que levaduras ascomycetes, esto se
inflere ya que existe una Unica cepa Ascomyceie en este estudio
(Leuconeurospora sp) . Resultados similares también se han obtenido a partir
de estudios en diferentes ambientes frios (Connell y cols., 2008; Turchetti y
cols., 2008; Vaz y cols., 2011; Uetake y cols., 2012; Carrasco y cols., 2012).
Levaduras Basidiomycetes se han encontrado principalmente en ambientes
frios, incluyendo las especies de Crypfococcus, Mrakia y Rhodotorula (Vishniac,
2006). En el presente estudio, las levaduras obtenidas pertenecen a los
generos Rhodotorula y Crypfococcus predominantemente, obtenidos de 22
puntos de muestreo perteneciente a las Islas de Shetland del Sur (Isla
Decepcidn, Isla Snow, Punta Hannan, Isla Dee, Isla Nelson, isla Litchfield, Base

Prat y peninsula de Coppermine).

La mayoria de las levaduras presentes en los ecosistemas antarticos son
psicrotolerantes y pocos son psicréfilos obligados. Esto es posiblemente debido

a una respuesta a las fluctuaciones de temperatura en el micro-habitat libre de
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hielo, que permiten a los microorganismos sobrevivir en entornos inestables
(Ruisi y cols.,2007). Este estudio no fue la excepcidén ya que 9 cepas son

psicrotolerantes y 7 psicrofilas obligadas.

4.1 Actividades enzimatica extracelulares

La mayor parte de las levaduras lipoliticas conocidos (por ejemplo,
Candida, Yarrowia y Saccharomyces) pertenecen al phylum ascomycota
(Vakhlu y Kour, 2006). En el presente estudio, todas las cepas, basidiomycota y
ascomycota son productores de lipasas. Dado que se sabe poco acerca de la
produccién de lipasa por las levaduras basidiomycetes, estas especies
derivadas Antarticas pueden representar nuevas enzimas con diferentes
aplicaciones biotecnoldgicas. El elevado nimero de cepas lipasa positivos
(100%) en el presente estudio podria estar relacionado con el habitat natural a
partir del cual se aislaron estos microorganismos. Hay cantidades significativas
de lipidos en €l fitoplancton y en los sedimentos de esta regién (Henderson et al

1991;. Fabiano y Danovaroc 1999)

Las enzimas proteoliticas o proteasas como ya hemos visto, son enzimas
hidroliticas que catalizan la descomposicion de los enlaces peptidicos en las
proteinas. Proteasas microbianas son objeto de una atencién considerable y
representa el 60% del mercado de enzimas mundial (Bon y cols., 2008). Sin
embargo, la secrecion de proteasas por las levaduras no es una propiedad

comun (Turkiewicz y cols., 2003). En el presente estudio, 1 cepa, S. roseus,
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presentd esta actividad, a los 5 dias de incubacidn a su temperatura optima de

crecimiento (22° C).

Celulasa positiva fueron las cepas Leuconeurospora sp, M. frigida, C.
Victoriae D27, C. Victoriae M5, Rh. glacialis, Rh. psychrophenolica y Rh.
faryngis. Quien obtuvo halo de actividad mayor fue M. frigida, esta actividad se
ha reportado para esta especie en estudios previos de nuestro {aboratorio y en
la literatura cientifica en estudios de suelos antarticos (Krishnan y cols., 2011;
Vaz y cols., 2011). Las tres cepas del género Rhodoforula, son datos nuevos
para nuestro equipo de trabajo, pues hasta ahora no se habian reportado

actividades celulasa para estas cepas.

Las xilanasas activas a bajas temperaturas se han utilizado para la
produccion de harina de hemicelulosas, asi como en el campo de los
biocombustibles y biorremediacion (Frisvad, 2008). Los estudios que investigan
la produccién de xilanasa en las levaduras son todavia escasos, ya que las
xilanasas de unas pocas especies se han caracterizado. Se sabe que el phylum
basidiomycetes son productores de estas enzimas (Gomes y cols., 2000;
Scorzetti y cols., 2000), pero en el presente estudio no se encontraron cepas
productoras de xilanasas. Resultados similares se encontraron en estudios
anteriores en nuestro laboratorio (Carrasco y cols., 2012) donde sélo Dioszegia
fristingensis presenté dicha actividad. Diversos investigadores han puesto de
manifiesto que la produccion de xilanasas esta fuertemente influenciada por la

naturaleza de la fuente de carbono. En este sentido, Kubackova y cols (1975),
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demostraron que en algunos basidiomycetos, la sintesis de esta enzima esta
totalmente inhibida en presencia de monosacéaridos. Wiacek y cols (1994)
mostraron, asimismo, que en Chaefomium globosum y Ch. cellulolificum sélo
aparecen elevadas concentraciones de xilanasas en presencia de
hemicelulosas y celulosa. De esta forma podemos explicar, porque es que
existen en este estudio cepas con actividad celulasa y ninguna con actividad
xilanasa, siendo que ambas son componentes importantes de la pared celular

de los vegetales.

Gran parte de las levaduras estudiadas presentaron actividad Ureasa, la
mayoria pertenecen al género Crypfococcus y Rhodolorula, 1o que concuerda
con estudios previos realizados en nuestro laboratorio de cepas obtenidas en
Isla Rey Jorge del territorio Antartico chileno (Baeza y cols., 2010) y con otros
frabajos realizados en zonas frias como el artico (Singh y cols, 2013). Esta
actividad también se hizo presente en las cepa Leuconeurospora sp., la cual
presenta el mayor halo de actividad (10 mm) y S. roseous con un halo de 4 mm.
Ambas cepa no han sido descritas en la literatura cientifica con actividad

ureasa.

La produccidn de actividad invertasa ha sido estudiada tanto intra y
extracelular en cepas de interes como: Saccharomyces, Candida, Lipomyces,
Rhodoforula, Candida utilis y Rhodotorula glutinis (Dworschack y Wickerham.,
1961, Belcarz y cols., 2002; Rubio y cols., 2002), pero todos estos trabajos se

han realizado en cepas mesofilas. En este estudio la gran mayoria de las cepas
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que mostraron actividad, corresponden a cepas psicréfilas y en alguna de ellas,
no se les ha reportado esta actividad en la literatura cientifica, tampoco con
anterioridad en nuestro laboratorio (Leuconeurospora, S. roseus, Rh. laryngis,

Rh. fragaria y Rh. psychrophenolica).

La actividad gelatinasa se ve representada principalmente por las cepas
del género Rhodoforula en el presente trabajo. Ninguna de las cepas
pertenecientes al género Crypfococcus mostraron actividad. M. frigida fue quien
mostré mayor actividad lo que coincide con datos obtenidos en ensayos
anteriores de nuestro laboratorio, y de lo cual no se ha reportado atin en
literatura cientifica. S. roseus, es otra cepa que mosird actividad, pero de la cual
no se han encontrado repories previos de esta actividad positiva en aislados

antarticos.

La actividad fosfatasa se presentd en casi todas las cepas en estudio, ia
excepcion fue Leuconeurospora sp ; las cepas que presentaron mayor actividad
fueron: Rh. laryngys D27, Rh. fragaria, Rh. glacialis M17, C. victoriae D27 y M.
frigida. Existen reportes de esta actvidad en Crypfococcus, donde cepas
mesofilas fueron testeadas positivamente (Garcia-Martos y cols., 2000). En
nuestro laboratroio también se ha reportado esta actividad a 22°C en diversas
cepas, pero no existen resportes de actividad fosfatasa en cepas psicréfilas del
género Crypfococcus como tampoco del género Rhodotorula, por lo que el

presente estudio aporta con esta nueva informacién.
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La glucosa oxidasa es una enzima comercialmente importante, que se
aplica en la industria farmacéutica como un biosensor para la determinacion
enzimatica de la glucosa en la fermentaciéon de bebidas alcohdlicas, bebidas
(Malherbe y cols., 2003) y los fluidos corporales (Yang y cols., 2011) y en la
industria alimentaria para la eliminacion de glucosa y/o oxigeno para mejorar el
color, la textura y el tiempo de conservacién de diversos productos
(Parpinello y cols., 2002) y en la industria de la coccion para mejorar la textura
de la miga (Bonet y cols., 2006). Ha sido purificada a partir de una variedad de
hongos, principalmente del género Aspergiflus (Tsuge y cols., 1975; Fiedurek y
Gromada., 2000) y Penicillium (Kusai y cols.,1960 ; Bhatti y Saleem, 2009), pero
A. niger es el hongo mas comuin que se utiliza para la produccion de GOX
(Pluschkell y cols., 1996). En el presente estudio no se encontrd actividad en
ninguna de las cepas testeadas a sus respectivas temperaturas optimas de
crecimiento, aunque el equipo de trabajo de nuestro iaboratorio ha encontrado
actividad en cepas psicrotolerantes como Crypfococcus gastricus, Rhodorotula
faryngis, Leucosporidiella creatinivora, Crytococcus gilvescens y Sporidiobolus
salmonicolor. No se encontraron estudios cientificos sobre esta actividad con

respecto a las cepas aqui estudiadas.

Actividad amilasa se ha descrito en varias cepas aisladas desde
ambientes tropicales y frios (Brizzio y cols., 2007). En el presente trabajo se
encontré en las cepas el género Leuconeurospora, Mrakia, Cryptocooccus y

Rhodoftorula, lo que se apoya en resultados obtenidos en nuestro laboratorio




51

con anterioridad (Carrasco y cols., 2012 ). Rh. psychrophenolica no ha sido
ensayada en nuestro laboratorio con anterioridad, tampoco se ha resportado

informacion de esta cepa en estudios previos, en literatura cientifica.

Esterasa se encontré en este estudio en las cepas del género
Leuconeurospora, Sporobolomyces, Rhodoforula y Cryptococcus. Es
coincidente con otros estudios (Brizzio y cols., 2007; Vaz y cols., 2011) y con
resultados previos de nuestro laboratorio (Carrasco y cols., 2012). Rh. pallida,
en el presente estudio entregd datos importantes ya que mosiré actividad
pectinasa, nunca antes ha sido ensayada en nuestro laboratorio y sin datos

cientificos al respecto.

Cryptococcus sp 2, fue la cepa que mayor halo de actividad ha
presentado para actividad Pectinasa, fue ensayada a 22° C (temperatura
optima), lo cual es coincidente con estudios obtenidos por Brizzio y cols., 2007,
pero no con los resultados previos obtenidos para esta especie en nuestro
laboratorio, aislada desde muestras de tierra de la Isla Rey Jorge (Carrasco y
cols., 2012), cuyo temperatura optima a ensayar fue de 15° C. Rh. fragaria y
Rh. psychrophenolica se incorporan como datos nuevos a nuestro laboratorio,
ya que no han sido ensayadas anteriormente, tampoco se encontraron reportes

de esta actividad para ellas en estudios de tierras antarticas.

Como podemos ver, la alta cantidad de actividades encontradas en este

trabajo son reflejo de las diversas adaptaciones que las levaduras poseen para
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poder sobrevivir a este clima extremo. El clima frio permanente, y por el otro
lado, la baja concentracion de materia organica polimérica requiere de un
conjunto eficiente de enzimas extracelulares que actien a bajas temperaturas
para alcanzar una captacion eficaz de nutrientes. Estrategias de adaptacion a
ambientes frios incluyen una flexibilizacién inusual de la estructura de la
proteina que permite que las enzimas reduzcan la energia de activacién, lo que
resulta en una alta eficiencia catalitica y baja temperatura optima
(Huston y cols., 2000). Por ofra parte las levaduras aqui probadas para la
actividad enzimatica, mostraron resultados positivos, lo que sugiere que la
comunidad microfungal del suelo juega un papel importante en los procesos de

descompaosicion en la Antartica.

Si consideramos que nuestros sitios de muestreo incluyen areas con
vegetacion, animales de coniacto y algunas se encuentran cerca del mar,
entonces podemos enteder porque las levaduras presentan esta variada gama
de actividades enzimaticas ya que, la celulosa es uno de los hidratos de
carbono mas abundantes producidos por las plantas (Kasana y Gulati, 2011) y
como se menciond anteriormente, existen cantidades significativas de lipidos en

el fitoplancton y en los sedimentos de esta regién.

3.2 Actividad Micocida y perfiles de dsRNA
Las levaduras constituyen un amplio grupo de microorganismos que se
caracterizan por una fuerte capacidad de competir con por nicho de

colonizacion. Los mecanismos de competencia han sido ampliamente
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estudiados, y entre ellos, los antimicrobianos parecen desempefiar un papel

principal.

Se analiz6 en &l presente estudio la presencia de actividad micocida, con
la finalidad de demostrar si existia alguna especie de competencia entre las
cepas. La actividad micocida conocido como fenémeno "killer" de levadura fue
descubierto por primera vez por Bevan y Makower, 1963, quienes observaron
que ciertas cepas de S. cerevisiae podrian matar a cepas sensibles de la misma
especie. Se enconiré posteriormente que las levaduras asesinas actuan
mediante |la secrecién hacia el medio de un factor proteico téxico para el que los
propios “killer” eran inmunes. Hasta la fecha, las levaduras asesinas se han
reportado en cepas de varios géneros de levadura, incluyendo: Saccharomyces,
Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia y
Torulopsis, Ustilago, Rhodoforula, Trichosporon, Hanseniaspora, Williopsis y
Zygowilliopsis, Zygosaccharomyces y Metschnikowia (Schmitt y Breinig, 2002;
Walker y cols., 1995). Por lo tanto, caracter Killer se distribuye ampliamente
entre los géneros de levaduras y las toxinas “killer” descritas hasta la fecha son
efectivas confra una variedad de diferentes levaduras a menudo fuera del
género y especie de la cepa productora (Hodgson y Button,1985; Young y
Yagiu, 1978).

En el presente estudio, la actividad micocida se presenta en cepas del
género Cryptococcus y Rhodoforula cuando crecen a temperaturas éptimas de

4°C y 10°C. El indicador azul de metileno no fue capaz de ingresar a las celulas
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(ausencia de halo azul), por lo que se propone que la actividad antimicrobiana
se limita a inhibir el crecimiento de las cepas sensibles, pero no las mata. Por lo
que las cepas presentarian una actividad fungistatica. Walker y cols, en el afio
1995, sugieren que la diversa sensibilidad que presentan algunas cepas para la
actividad killer fungica se debe a la naturaleza de la toxina o a las diferencias
estructurales de los receptores para la toxina en las paredes celulares de estas
levaduras, por lo que seria un objeto de estudio importante a analizar en
trabajos porteriores en nuestro laboratorio, para ayudar mejor al entendimiento
de la ecologia de cepas psichrofilas.

La produccion de estos compuestos toxicos no son sin costos. Estos
incluyen carga energética para la produccién de la toxina y mantenimiento de la
inmunidad por parte de la cepa productora de la toxina (Lenski y Riley, 2002).
En un ambiente extremo el cual posee escasos compuestos carbonados, como
es el habitat de origen de las cepas en este estudio, este gasto energético exira
podria ser superada por la presencia de las variadas actividades enzimaticas
hayadas y ademas porque segun plantearon Chao y Levin, 1981 en una
generacion dada, s6lo una pequefia fraccion de la cepa asesina realmente
produce toxina, permitiendo que las cepas productoras prosperen y no mueran
por falta de recursos. Por lo tanto la competencia entre las especies se veria
promovida principalmente por la captacion de recursos para la sobrevivencia y
en segundo lugar doblemente potenciada para abastecer este gasto exira de
energia para la produccién de las toxinas y resistencia a las mismas por parte

de las cepas productoras. Si las cepas productoras de las toxinas logran por
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tanto matar o inhibir el crecimienio de las cepas sensibles, generan una
concentracion de los recursos, para hacer uso de ellos.

Por otra parte, en el presente estudio se analizd la presencia de dsRNA
para correlacionar la presencia de estos EGEs con la actividad antimicrobiana,
no obteniéndose resultados positivos en la pesquiza. Se propone que EGESs no
se encontrarian porque las cepas no poseen actividad micocida como tal, sino
que solo fungistatica y ésta estaria codificada mas bien en el material genético
nuclear u otro tipo de EGE como plasmidios, por lo que seria un interesante

objeto de estudio posterior.




4. CONCLUSIONES

. Las levaduras analizadas presentaron distintos perfiles de actividades
hidroliticas exiracelular.

. Existen levaduras con la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de
otras levaduras.

. Se logrd confirmar que tanto las actividades enzimaticas extracelulares y
antimicrobianas son de naturaleza protéica.

. No se enconiré dsRNA en las levaduras con actividad antimicrobiana,
por lo que los determinantes genéticos de dicho fenotipo serian de origen
cromosomicos u ofro tipo de EGE.
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6. ANEXOS

7.1 Mapa toma de muestras (en verde)
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Mapa 1: Archipiclago de las Islas Shetland del Sur, mostrando la ubicacion de
las Islas Nelson, Dee, Decepeion, Snow, Greenwich (Base Prat) y Livingston
(Pta. Hannan)




