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RESUMEN

El continente antértico es el habitat de una gran variedad de microorganismos, entre
los cuales se incluyen las levaduras. Debido a las condiciones extremas de este
ecosistema, los microorganismos estdn sometidos a una fuerte competencia para
obtener acceso a los recursos del medio, por lo que las levaduras han desarrollado
estrategias que le confieren una ventaja con respecto a sus competidores. Una de las
estrategias desarrolladas por estos microorganismos es la produccién de proteinas
antimicrobianas capaces de matar a bacterias o a otras levaduras. Este fendmeno ha
sido ampliamente reportado en levaduras meséfilas pero sabemos muy poco sobre
esta actividad en levaduras de origen antdrtico y de ambientes frios en general. ta
actividad antimicotica de levaduras, conocida como actividad killer, fue descubierta en
el afio 1963 en una cepa de Saccharomyces cerevisiae la cual era capaz de secretar
proteinas con la capacidad de matar a células sensibles de igual o relacionado género
sin un contacto directo célula-célula. Este fenémeno es muy frecuente en levaduras y
representa un mecanismo de competicidn por interferencia. Las bases genéticas de
este fenotipo son variables y la toxina puede estar codificada por genes nucleares
como también por elementos genéticos extracromosdmicos. Todas las toxinas killer
descritas son producidas éptimamente durante la fase de crecimiento exponencial y en

general tienen un perfil de actividad a pH bajo. Durante las Gltimas décadas, las



levaduras killer han sido de utilidad en diferentes dreas, entre las cuales destacan la
industria fermentativa para la produccién de pan, vino y cerveza, y en medicina, para el

tratamiento de infecciones causadas por hongos en animales y humanos.

En trabajos previos, se analizé la existencia del fenotipo killer en 24 especies de
levaduras antarticas, determinando que sélo nueve de ellas presentan este fenotipo,
entre las cuales destacaron las levaduras Wickerhamomyces anomalus y Candida
parapsilosis por su gran espectro de accién y por la generacidn de halos de muerte de
gran tamafo, con respecto a la actividad presentada por el resto de las levaduras. En el
presente trabajo, se analizé la capacidad de las levaduras antarticas para matar a
algunas bacterias y levaduras de importancia médica, determinando que sélo la
levadura C. parapsilosis presenta actividad antimicrobiana contra la bacteria Klebsiella
geyteca. Ademas, se analizé la actividad de las muestras de extractos proteicos de las
levaduras W. anomalus y C. parapsilosis, determinando que estas son mayormente
activas en un rango de pH bajo, de entre 4,6 y 5,0, y que toleran concentraciones de sal
de hasta un 0,1%, ya que concentraciones superiores a esto resultan inhibitorias.
También se determind que ambas muestras de extractos proteicos toleran un
tratamiento térmico de 100°C por 1 h y mediante técnicas de purificacion de protefnas
se encontro que la actividad se relaciona a una sola proteina de 53 kDa para la muestra
proveniente de W. anomalus y de 46 kDa para la muestra proveniente de C.
parapsilosis. En paralelo a esto, se analizé la existencia de moléculas del tipo dsRNA en

una coleccion de 41 cepas antarticas y mediante caracterizacién enzimatica con



nucleasa S1, DNasa | y RNasa A, se identificé la presencia de este tipo de moléculas en
siete cepas de levaduras. lLas moléculas fueron analizadas mediante analisis
bioinformdtico a partir de sus secuencias determinando la identidad de algunas de

ellas.
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ABSTRACT

The Antarctic continent is the habitat of a wide variety of microorganisms, such as the
yeasts. Due to the extreme conditions in this ecasystem, microorganisms are subjected
to a strong competence to have access to the environmental resources, for which the
yeasts have developed strategies to have an advantage against competitors. The main
strategy is the production of antimicrobial proteins which can kill bacteria or yeast. This
phenomenan has been widely reported in mesophilic yeasts but very little is known
about this activity in yeast from Antarctica and from other cold environments. The
killer activity was discovered in 1963 in a Saccharomyces cerevisiae strain that was able
to secrete toxic proteins, that killed sensitive cells of the same or related genus without
direct cell to cell contact. This phenomenon is very frequent among yeasts and
represents a mechanism of interference competition. The genetic basis for this
phenomenon is variable and the toxin can be encoded by nuclear genes or by
extrachromosomal genetic elements. All described toxins are produced during
exponential phase of growth and in general they are more active at low pH values. In
the last decades, killer yeasts have been useful in fermentation industries during the
production of bread, wine and beer, and in medicine, in the treatment of human and

animal fungal infection.
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In previous studies, 24 Antarctic yeasts were analyzed to determine the existence of
killer phenotype, found that nine yeast strains showed killer activity, among which
Wickerhamomyces anomalus and Candida parapsilosis showed the best activity. In the
current work, it was analyzed the capacity of Antarctic yeasts to kill some medically
important bacteria and yeasts, finding that C. parapsifosis have antimicrobial activity
against Klebsiella geyteca. Furthermore, the activity of extracellular protein samples of
W. anomoalus and C. parapsilosis was analyzed, finding that they have higher activity at
low pH value and tolerate until 0,1% salt concentration. Also it was determined that
the samples resist a heat treatment at 100°C for 1 h and by protein purification
methods it was found that the activity would related to a single protein of 53 and 41
kDa for the samples from W. anomalus and C. parapsilosis, respectively. Furthermore,
it was analyzed the existence of dsRNA molecules in 41 Antarctic yeast strains by
enzymatic characterization with S1 nuclease, DNase | and RNase A. It was identified the
presence of dsRNAs molecules in seven yeast strains. These molecules were partially

cloned and sequenced, and by bloinformatic analysis it was suggested that these

molecules correspond to totiviruses.




INTRODUCCION

Las levaduras son organismos eucariontes unicelulares capaces de sobrevivir en un
extenso rango de hdbitats diferentes. Muchas especies de levaduras han sido aisladas
desde ambientes terrestres y acudticos tales como suelos y océanos en los cuales es
posible encontrar comunidades de levaduras en asociacién con frutas, plantas,
animaies e insectos. Sin embargo, ciertas especies de levaduras han sido aisladas desde
ambientes mas extremos tales como océanos profundos y regiones frias como la
Antartica (Satyanarayana y col, 2009). El continente antdrtico esta cubierto en un 99%
por hielo y nieve, y ademds de ser muy helado, es también uno de los lugares mas
secos y ventosos de todo el planeta, por lo que se considera un habitat muy extremo
{Satyanarayana y col, 2009). Sin embargo, a pesar de estas condiciones, el continente
antdrtico posee una riqueza bioldgica, siendo el habitat de bacterias, levaduras,
hongos, liquenes, invertebrados, aves y mamiferos (Satyanarayana y col, 2009). A los
microorganismos de origen antartico y regiones frias en general, se les conoce como
psicréfilos o psicrotolerantes. El término psicréfilo (originalmente descrito para
bacterias) hace referencia a aquellos microorganismos capaces de crecer a
temperaturas cercanas a 0°C, siendo su temperatura 6ptima de crecimiento de 15 °Co

menor y su temperatura maxima de crecimiento debe estar por debajo de 20°C. Los



microorganismos psicrotolerantes, aun cuando crecen a temperaturas cercanas a 0°C,

su temperatura optima de crecimiento es mayor a 20 2C {Castillo y cols, 2005).

Al igual que las bacterias, algunas levaduras estdn bien adaptadas a las bajas
temperaturas por lo que no es sorprendente que levaduras de los géneros Candida,
Cryptococcus, Metschnikowia, Mrakia y Rhodotorula, entre otros, hayan sido
identificadas en varias regiones antarticas (Turkiewicz y cols, 2003). Las levaduras de
origen antdrtico han adquirido cada vez mds relevancia debido a sus adaptaciones para
sobrevivir y crecer a bajas temperaturas, donde la secrecion de enzimas hidroliticas
activas a bajas temperaturas, tales como lipasas, xilanasas, fitasas y proteasas, son de
gran interés en el drea de la biotecnologia industrial {Satyanarayana y col, 2009; Liu y

col, 2012).

Tal como sucede en otros ambientes, en la Antértica la competencia por los recursos
del medio es alta y las levaduras han desarrollado estrategias que le confieren una
ventaja con respecto a su competidor. Una de estas estrategias es la produccién de
proteinas antimicrobianas llamadas “toxinas killer” o micocinas. Esta actividad ha sido
estudiada principalmente en levaduras mesdfilas, y muy poco se sabe de ella en
levaduras antérticas y de ambientes frios en general, siendo la levadura Mrakia frigida
el (nico reporte de una levadura psicréfila que presenta el fenotipo “killer” (Hua y col.
2010). A diferencia de la produccidn de antimicéticos por levaduras, el estudio de
levaduras capaces de inhibir a bacterias patégenas estd en sus primeras etapas y no es

un fendmeno ampliamente reportado, donde la levadura Debaryomyces hansenii, la



cual produce una lisozima activa a bajas temperaturas, es el Gnico reporte de una
tevadura psicréfila con actividad antibacteriana, cuyo rango de accién incluye a las
bacterias Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus, Pseudomenas aeruginosa y Vibrio

parahaemolyticus, entre otras (Wang y col, 2012).

Toxinas Killer

En contraste a los antibidticos antibacteriales, bacteriéfagos y bacteriocinas, que
fueron descritos a comienzos del siglo pasado, un fenémeno similar fue demostrado en
levaduras mucho mas tarde, en 1963, cuando Bevan y Makover descubrieron una cepa
de Saccharomyces cerevisige capaz de matar células de igual o relacionado género.
(Schmitt & Breinig, 2002). El descubrimiento de esta cepa de S. cerevisiae capaz de
secretar proteinas o glicoproteinas, llamadas toxinas killer, y su asociacién fenotipica
con la presencia de virus de RNA de doble hebra (dsRNA) heredados
citoplasmédticamente, marcé el comienzo de las investigaciones dentro del campo de la
virologia en levaduras en los inicios de la década del 70 (Schmitt & Breinig, 2006). Estas
toxinas pueden matar a células sensibles de igual o relacionado género sin un contacto
directo célula-célula, pero son inactivas contra bacterias y protozoos (Salgado v col,
2002). Aunque las cepas killer son por si mismas inmunes a su propia toxina,
permanecen susceptibles a las toxinas secretadas por otras cepas (Schmitt & Breinig,
2002). Posteriormente llegé a ser evidente que las cepas killer productoras de toxinas
tienen una importante actividad antimicdtica y no estdn restringidas sélo a S.

cerevisiae, sino que son encontradas frecuentemente en otras especies y géneros de



levaduras {Schmitt & Breinig, 2006; Hodgson y col, 1995). Las toxinas fueron llamadas
micocinas y las cepas killer, micocinogénicas, en orden de enfatizar la naturaleza
general de esta interaccion antagénica (El Baz & Shetaia, 2005). El fenotipo killer es
muy frecuente en levaduras y puede ser encontrado tanto en cepas ambientales como
en colecciones de laboratorio (Schmitt & Breinig, 2002) y la naturaleza de este
fendmeno en levaduras, bacterias y protistas sugiere que este es un mecanismo natural
de competicién por interferencia, donde [a produccién de un compuesto téxico impide
al competidor tomar acceso a los recursos del medio, resultando en una disminucién
en el tamafio de la poblacidn de la especie menos competitiva (Starmer y col, 1987).
Ademas, ha sido demostrado que las toxinas pueden afectar directamente Ia
distribucién de cepas sensibles a ellas, e indirectamente, la distribucién de otras
levaduras que interacttian con estas tltimas (Ganter & Starmer, 1991). El rol ecolégico
del fendmeno killer en levaduras ha sido extensamente estudiado en comunidades de
levaduras, principalmente en frutas y tallos en descompasicién, donde se ha visto que
cerca de un cuarto de las cepas de levaduras aisladas de frutas presentan el fenotipo
killer, por lo que este parece ser uno de los hébitats mas importantes para este
fendmeno, pues son visitadas por una gran variedad de vectores de levaduras tales
como insectos, especialmente por especies del género Drosophila. El rol del fenémeno
killer es de vital importancia en este tipo de sistemas en el cual los insectos pueden

llevar diferentes levaduras las cuales son capaces de colonizar los medios en que el

insecto se deposita {Magliani y col, 1997). Las bases genéticas de este fenotipo son




variables y la toxina puede estar codificada por genes nucleares o por elementos
genéticos extracromosdmicos, tales como plasmidos lineales de dsDNA o moléculas de
dsRNA encapsuladas dentro de particulas tipo-virus (VLPs; Virus Llike Particles)
(Magliani y col, 1997; Kurztman & Fell, 1998; Wickner, 1996). Todas las micocinas
estudiadas son de naturaleza proteica y tienen un peso molecular que varia entre 10 y
20 kDa, aunque se han encantrado .micocinas cuyo peso molecular alcanza los 100 kDa
(Kurztman & Fell, 1998). Las toxinas son producidas dptimamente durante la fase de
crecimiento exponencial, cuando los recursos son abundantes, y en general tienen
mayor actividad a pH bajo, 3 a 6, con un rango éptimo de pH entre 4 y 5 (Kurztman &
Fell, 1998; Starmer y col, 1987), por lo que una condicién importante para la deteccién
de [a actividad killer es el pH def medio de cultivo usado en los ensayos. Ademas, en
condiciones de laboratorio, hay que tener en cuenta que las toxinas killer son mas
estables en medio sdlido, ya que la agitacién puede causar su inactivacion debido a la
formacion de puentes distlfuro entre residuos de cisteina de [a toxina (Wilsont &
Whittaker, 1989) y Ia relacién entre el tamafio del indculo de la cepa sensible y la cepa

micocinogénica influye en la sensibilidad del ensayo (Lehmann y col, 1987).
Sistema killer y su asociacidn con virus de dsRNA

El sistema killer mas estudiado hasta ahora es el de S. cerevisige, el cual ha sido
descrito en detalle en una extensa lista de revisiones. La mayoria de las cepas de S.
cerevisiae poseen dos tipos de virus de dsRNA, llamados virus L-A y virus M (Figura 1)

(Magliani y col, 1997).
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Figura 1: Ciclo de replicacion de un virus killer y de su virus “helper”. Tanto el virus
killer (M) como el virus helper (L-A) son virus de RNA de doble hebra. Ambos compiten
por las proteinas virales Gag y Gag-Pol codificadas por el virus helper, las cuales son
esenciales para (a) encapsidacion del RNA de hebra simple, (b) ensamblaje del virién,
(c) sintesis de la hebra negativa de RNA (replicacion), (d) sintesis de la hebra positiva de
RNA (transcripcion) y liberacién de la particula dentro del citosol, (e) traduccién del
RNA de hebra simple y (f) union al RNA de hebra simple. Tomado de Schmitt y col,

2006.

En el genoma del virus L-A (ScV-L-A, 4,6 kb) hay dos marcos de lectura abiertos (ORF,
Open reading frame). El ORF 5’ codifica la proteina de cépside (Gag o CP, 76-81 kDa) y
el ORF 3’ codifica una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp o Pol). Ambos ORFs
se sobreponen en 16-130 nucledtidos y la polimerasa viral es sintetizada como una
proteina de fusién con Gag. El genoma del virus M (M-dsRNA, 1,6-1,8 kb) posee sélo un

ORF el cual codifica la toxina killer y ademas le confiere autoinmunidad a la cepa. El



virus M {virus satélite) depende de las proteinas codificadas por el virus L-A para su
encapsidacion y replicacion (helper virus) (Wickner, 1996, flores y col, 2015).
Inicialmente, [a toxina es sintetizada como una pre-protoxina la cual es modificada post
traduccionalmente en el reticulo endopldsmico y en el aparato de Golgi, lo que termina
con la secrecidn de una toxina madura a través de vesiculas secretoras (Marquina y col,
2002). La cantidad de toxina en el medio extracelular puede disminuir debido a la
presencia de proteasas y a [a unidn a receptores para la toxina en la propia cepa
productora (Hutchins & Busset, 1983). A pesar que las cepas micocinogénicas poseen

receptores para la toxina, ellas permanecen inmunes a ésta (Marquina y col, 2002).

Las principales toxinas de S. cerevisiae son llamadas K1 y K2 y son muy sitmilares en su
modo de accidn. Estas acttian a nivel de membrana, interactuando con el receptor de la
pared celular, {1-6)-B-D-giucano, de la célula sensible, y luego, a través de una reaccidn
dependiente de energia, la toxina produce dafio en la membrana plasmatica,
generando un poro por el que pueden transitar inicialmente protones y iones de
potasio, y luego, en un estado mds avanzado, moléculas de mayor masa molecular tales
como glucosa y ATP, alterando la permeabilidad y el gradiente electroguimico de la

membrana, lo que conlleva a la muerte celular (Bussey y col, 1982).

En general, los virus de dsRNA son considerados como elementos genéticos cripticos en
funcidn y sélo en algunos casos han sido asociados con un fenotipo detectable en el
hospedero, tales como la hipovirulencia en fitopatdgenos, la senescencia en hongos y

la ya-mencionada actividad killer en levaduras (Baeza y col, 2012). La existencia de este




tipo de moléculas también ha sido descrita en la levadura Xanthophylfomyces
dendrorhous. Tres totivirus llamados XdV-L1A, XdV-L1B y XdV-L2 han sido identificados
en la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous, y también dos moléculas de dsRNA (XdRm-

S1y XdRm-52) que podrian ser virus satélites {Baeza y col, 2009; Flores y col, 2015).

Aplicaciones de las levaduras killer y sus toxinas

Durante las vltimas tres décadas, las levaduras killer y sus toxinas han sido de utilidad
en diferentes dreas (Schmitt & Breinig, 2002). Estas levaduras se han usado como
modelo de estudio para entender los mecanismos de regulacidn en el procesamiento,
secrecion e interaccion de toxinas con células sensibles en eucariontes. También, el
sistema killer de levaduras provee un modelo util para el estudio del control y
expresion de virus eucariontes. Ademds, este fenémeno tiene utilidad biotecnoldgica
en la industria de bebidas fermentadas y en medicina, en el desarrollo de nuevos
antimicdticos para el tratamiento de infecciones por hongos en humanos y animales,
en la preservacion de alimentos (levaduras como agentes de bio-control), en el
biotipificado de levaduras patégenas de importancia médica y en el drea de tecnologia
de DNA recombinante, en [a cual el pldsmido killer de $. cerevisiae y de K. lactis tienen
el potencial de servir como vector de clonacidn para la secrecién efectiva de

polipétidos (Schmitt & Breinig, 2002; Marquina y col, 2002).

En trabajos previos, se evalud la actividad killer en 24 especies de levadura aisladas

desde muestras de suelo obtenidas de la Isla Rey lorge del territorio sub-Antartico. Los



ensayos se realizaron a partir de los extractos proteicos extracelulares obtenidos por
precipitacién con sulfato de amonio al 80% de saturacion. Nueve especies de levaduras
presentaron actividad killer entre las cuales destacaron las levaduras
Wickerhamomyces anomalus y Candida parapsilosis por su gran espectro de accidn y
por la generacién de halos de muerte de gran tamafio (Tabla 1). Las muestras
obtenidas a partir de ambas levaduras fueron sometidas a fraccionamiento con 20, 40,
60 y 80% de saturacidn de sulfato de amonio, determinando que, en ambos casos, la
actividad permanece sélo en la fraccién 80 y ademds, ambas muestras retienen su

actividad luego de un tratamiento térmico de 30°C por 10 minutos {Socfas, G., 2015).

En este trabajo, se evalud la actividad antimicrobiana de 24 especies de levaduras
aisladas desde la Antdrtica contra algunos patdgenos de interés, se caracterizaron las
muestras de extractos proteicos extracelulares de las levaduras killer W, anomalus y C.
parapsilosis, y se valud la presencia de elementos genéticos del tipo dsRNA en una
coleccién de 41 levaduras antarticas, identificando la identidad de estas moléculas en

al menos dos especies de levaduras.
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HIPOTESIS

Debido a la competencia a la que estan sujetos los microorganismos en el ambiente,
algunas levaduras secretan proteinas capaces de matar a otros microorganismos, y
tomando en consideracién las bases genéticas descritas para este fenotipo, se sugiere

que:

Las levaduras antarticas presentan actividad antimicrobiana producto de la excrecion
de moléculas de naturaleza proteica, las cuales podrian estar codificadas por elementos

genéticos extracromosémicos del tipo dsRNA.

11




OBIJETIVOS

Objetivo general

ldentificar levaduras con actividad antimicrobiana, caracterizar e identificar
antimicdticos producidos por las levaduras antarticas y analizar la presencia de

elementos genéticos extracromosdmicos del tipo dsRNA.

Objetivos especificos

1. Analizar la actividad antimicrobiana contra las bacterias Kiebsiella geyteca y
Staphylococcus aureus, y contra la levadura Candida albicans.

2. Analizar la actividad antimicética de los extractos proteicos de las levaduras W,
anomalus y C. parapsilosis bajo distintas condiciones de pH, temperatura y
concentracion salina.

3. ldentificar las proteinas que poseen actividad antimicrobiana mediante
métodos de purificacion y posterior analisis por huella peptidica.

4. Determinar la existencia de elementos genéticos extracromosémicos del tipo
dsRNA en levaduras antarticas.

5. Clonar, secuenciar e identificar moléculas del tipo dsRNA en levaduras

antarticas.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Cepas

Las levaduras y bacterias usadas en este trabajo listan en la Tabla 2 y forman parte del
cepario del Laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de

Chile.

Tabla 2. Bacterias y levaduras utilizadas

Cepa Temperatura éptima de crecimiento
M. psychrophila
Rh. glacialis 2 10°C

M. bicuspidata

G. antdrctica

M. gélida

M. roberti

Mrakia sp1

M. blollopis 15°C
Rh. glacialis 1

Leuconeurospora spl

Leuconeurospora sp2

Cryptococcus sp.

L. creatinivora

C. sake

D. fristingensis

S. salmonicolor

Rh. laryngis 22°C
Cr. victoriae

Cr. gastricus

Cr. gilvescens
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Cepa Temperatura 6ptima de crecimiento
H. watticus

X. dendrorhous Anch01

X. dendrorhous Anch02

X. dendrorhous Anch03

X. dendrorhous Anch04

X. dendrorhous Anch05

X. dendrorhous Anch06

X. dendrorhous Anch07

X. dendrorhous Anch08 22°C
X. dendrorhous Anch09

X. dendrorhous Anch10

X. dendrorhous Anch11

X. dendrorhous Anch12

X. dendrorhous T15 Anch13

X. dendrorhous Mi11-1

X. dendrorhous Mil13-1

X. dendrorhous M13-2

X. dendrorhous M13-3

Rh. mucilaginosa

W, anomalus 30°C
C. parapsilosis

C. albicans

K. geyteca 37°C
S. aureus

Acidos Nucleicos

Los marcadores de peso molecular 1 kb plus, el DNA del bacteriéfago lambda digerido
con la enzima de restriccién Hindlll se adquirieron desde New England Biolabs y
Thermo Scientific. El plasmidio pBluescript SK- {pBS) se obtuvo desde la coleccion
disponible en el Laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile. Los oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR y RT-PCR se indican en la

Tabla 3.
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Nombre Secuencia (5-3") Uso o especificidad

M13Fw GTAAAACGACGGCCAGT Especifico para el plasmido pBS

M13Rv AACAGCTATGACCATG Especifico para el plasmido pBS

Mot4F GAGGACTTCAATAGTCAACA Motivo conservado de la RdRp de XdV-L1A
Mot5R AAGTCGTCAGCCTCCACCCC Motivo conservado de la RdRp de XdV-L1A
Mot6R AGACATCGTCTCCGTTGTGC Motivo conservade de la RdRp de Xdv-L1A

Mot4FB GAAGATTTCAACAGTCAACATAG  Motivo conservado de ta RdRp de XdV-L1B
MotSRB ATGTCGTTAACCTCCAGCCC Motivo conservado de la RdRp de XdV-L1B
Mot6RB GCACGTCGTCGCCGTTATG Motivo conservado de la RdRp de Xdv-L1B
M.psy-Fwl TAATCCATGACAACGTTGGGC Especifico para dsRNA de M. psychrophila

M.psy-Rvl  GGATCGAGTCTGAAGTCCACTT  Especifico para dsRNA de M. psychrophila

M.psy-Fw2 TGCTGTCAGGCTGGAGACTAA Especlfico para dsRNA de M. psychrophila

M.psy-Rv2 GATTCTGAAGTCCATTCAGCA Especifico para dsRNA de M. psychrophifa

Randmon

Hexamer NNNNNN RT-PCR

Primer

Enzimas

Las enzimas DNasa |, RNasa A, nucleasa 51, DNA Polimerasa Tag, T4 DNA ligasa, DNA
polimerasa, T2 RNA ligasa y la endonucleasa de restriccion EcoRV se adquirieron de las

empresas Promega, New England Biolabs, Thermo Scientific y Sigma.
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Reactivos quimicos

Los componentes del medio de cultivo y los reactivos quimicos se adquirieron de Sigma

Chemical, Merk y Difco Laboratorios.
Métodos
Medio de cultivo

Las levaduras fueron crecidas en medio YM liquido conteniendo 1% de glucosa, 0,3% de
extracto de levadura, 0,3% de extracto de malta y 0,5% de peptona, sometidas a una
agitacion de 160 rpm e incubadas a la temperatura éptima de crecimiento de cada
cepa. Las bacterias fueron crecidas en medio Luria Bertani {LB) liquido conteniendo 1%
de triptona, 0,5% de extracto de levadura y 0,5% de NaCl, con una agitacién de 160
rpm e incubadas a la temperatura 6ptima de crecimiento de cada cepa.

Placas con medio YM-MB (YM conteniendo 0,003% de azul de metileno y 1,5% agar)

fueron utilizadas para el ensayo de actividad killer.
Extraccion de proteinas extracelulares totales

50 ml de cultivos celulares en fase estacionaria fueron centrifugados a 6.000xg durante
10 min a 4°C. El sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de fluoruro de
polivinilideno de 0,45 mm (Millipore). Al sobrenadante se le adiciond gradualmente
sul.fato de amonio hasta alcanzar una saturacién del 80% y se incubo con agitacion a

4°C por dos horas. Las muestras fueron centrifugadas a 9.000xg durante 15 min y el
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pellet obtenido fue suspendido en 1,5 ml de buffer Tris-HCl 100 mM pH 7, dializado

contra 1 L del mismo buffer por 24 horas a 4°C y guardadas a -20°C hasta su analisis.

Fraccionamiento de proteinas

El fraccionamiento de proteinas fue llevado a cabo a partir del protocolo de Duong-Ly y
col, 2014. 500 m! de cultivo fueron centrifugados a 6.000xg durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de fluoruro de polivinilideno de
0,45 mm (Millipore). Al sobrenadante se le adiciond sulfato de amonio hasta alcanzar
una saturacion del 60% y 80%. Cada fraccion fue centrifugada a 9.000xg durante 15
min. El pellet fue suspendido en-5 ml de buffer Tris-HCl 100 mM pH 7, dializadasen 1 L
de Tris-HCl 100 mM pH 7 por 24 horas a 4°C con dos cambios de buffer y guardadas a -

20°C hasta su analisis.

Ensayo de actividad killer a partir de extractos proteicos

El fenotipo killer fue determinado mediante la técnica MBA (methylene blue agar) de
Somer y Bevan (1969). El césped sensible fue preparado mezclando 5 mi de cultivo
fresco con 50 ml de medio YM-MB conteniendo azul de metileno al 0,003%, a 45°C.
Una vez gelificado el agar, se perforaron pocillos de 5 0 10 mm de didametro en el
césped y se inocularon con 25 a 50 uL de cada extracto proteico. El radio del halo de
muerte fue medido luego de la incubacion por 2 a 5 dias a 10°C, 15°C o 22°C, segln
corresponda (Tabla 2}. La actividad killer fue reconocida por una regién azul o por una

zona clara alrededor de los pocillos. Si el pocillo fue rodeado por un halo azul, la
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levadura de la cual fue obtenido el extracto proteico fue designada como killer y el
césped como sensible.

Para evaluar el efecto de la concentracidon de NaCl sobre [a actividad killer, placas con
medio YM-MB conteniendo NaCl al 0,0, 0,1, 0,5, 1 y 2% fueron utilizadas. Para evaluar
el efecto del pH del césped sobre la actividad, el medio YM-MB fue preparado sobre un

buffer amortiguador de citrato fosfato a pH 4,6, 5,0, 6,0y 7,0.

Ensayo de actividad killer a partir de colonias

El césped sensible fue preparado mezclando 5 ml de cultivo fresco con 50 ml de YM-MB
conteniendo azul de metileno al 0,003%, a 45°C. Una vez gelificado el agar, se
sembraron las levaduras a ensayar. El halo de muerte fue visualizado luego de la
incubacidn por 2 a 5 dias a 10°C, 15°C 0 22°C, segun corresponda (Tabla 2). La actividad
killer fue reconocida por una regidn de células coloreadas de azul o por una zona clara

de inhibicion delimitada por células coloreadas de azul alrededor de la colonia.

Andlisis de proteinas

Las muestras fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sddico {SDS-PAGE). El gel separador fue preparado a una concentracién
final del 10% a partir de una solucién stock de acrilamida al 30%, Tris 1,5M pH 8,8 y
SDS, el cual fue polimerizado quimicamente por la adicién de TEMED y persuifato de
amonio, mientras que el gel concentrador fue preparado a una concentracion final del

5% utilizando Tris 1 M pH 6,8. La composicién del buffer de electroforesis fue de 1,51 g
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de Tris, 7,25 g de glicina, 5 mL de SDS al 10% y 500 mL de agua. Las muestras fueron
preparadas homogenizando 30 pl de cada extracto proteico con 10 pL de buffer de
carga denaturante, y luego fueron sometidas a un tratamiento térmico de 100°C
durante 10 min. Las muestras fueron cargadas en el gel y separadas a un voltaje de 120
V, y finalmente tefiidas con azul de Coomassie (Blakesley y col, 1977) para cbservar las
bandas en el gel. Para determinar el tamafio de las bandas se utilizé el marcador

“PageRuler Prestained Protained Ladder” de la marca Thermo Scientific.

Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada mediante el “BCA Protein Assay Kit”

(Thermao Scientific).

Separacion de proteinas por filtros de corte

Las proteinas fueron separadas utilizando los filtros Amicon Ultra-4 centrifugal filter

devices (Millipore) de diferentes limites de peso molecular: 100, 50, 30, 10y 3 kDa,

Cromatografia de exclusién molecular

Las proteinas fueron separadas en una columna Superdex 75 10/300 GL usando un

buffer de elucion Tris-HCl 100 mM a un flujo de 0,2 ml/min.
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Extraccion de RNA total

Las células fueron colectadas por centrifugacién a 14.000xg por 1 min y lavadas con 700
ul de buffer TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM). El pellet (0,1 g) fue resuspendido
en 400 pl de buffer de lisis (acetato de Sodio 0,02 M, pH 5,5, SDS 0,5%, EDTA 1ImM) y se
le adicionaron 4 g de microesferas de vidrio (0,5 mm de didmetro). La ruptura celular
fue realizada en un homogeneizador durante 1 min. Se adicionaron 800 ul de
TriReagent y las muestras fueron homogeneizadas durante 2 min. Se adicionaron 400p!
de cloroformo, se agité manualmente por 15 s. Las muestras fueron incubadas por 10
min a temperatura ambiente y centrifugadas a 14.000xg por 15 min a 4°C. La fase
acuosa (500 pl) fue colectada en un tubo limpio y se le adiciond 300 pf de agua libre de
nucleasas y 600 pl de isopropancl. Luego de una incubacién de 15 min a temperatura
ambiente, las muestras fueron centrifugadas a 14.000xg por 15 min a 4°C para
precipitar el RNA. El pellet obtenido fue lavado con 1 ml de etanol 75%, centrifugado a
14.000xg por 5 min a 4°C y resuspendido en 30 pul de agua libre de nucleasas. Las

muestras fueron guardadas a -80°C hasta su analisis.

Tratamiento enzimatico

Las muestras de RNA total fueron tratadas con las enzimas Nucleasa S1, DNasa | y

RNasa A.
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Nucleasa S1: Se utilizé 1 U de enzima por pg de &cido nucleico. La reaccion fue
realizada a 37°C en el buffer acetato de potasio 30 mM pH 4,5, NaCl 0,3 mM, sulfato de

zinc 1 mM y glicerol 5%,

DNasa [: Se utilizd 1 U de enzima por ug de acido nucleico. La mezcla fue incubada
durante 1 h a 37°C con el buffer acetato de sodio 50 mM, MgCl; 10 mM y CaCl, 2 mM a

pH 6,5.

RNasa A: La digestion fue llevada a cabo a 37°C durante 30 min, a una concentracion de

enzima de 50 pg/ml,

Analisis y purificacion de acidos nucleicos

Las muestras de &cidos nucleicos fueron mezcladas con buffer de carga 6X (azul de
bromofenol 25%, ficoll 15%, glicerol 30%) y cargadas en geles de agarosa al 1%
conteniendo SafeView Nucleic Acid Stain (NBS Biologicals) 1X y buffer TAE 1X. La
electroforesis fue realizada a 89 V utilizando buffer TAE iX. El gel fue expuesto a luz
ultravioleta utilizando un transiluminador (UVP, High Performance UV Translluminator,
302 nm) para observar los acidos nucleicos. Los tamafios moleculares fueron estimados

de acuerdo a los marcadores moleculares 1 kb plus y/o A Hindill.

Los acidos nucleicos fueron separados en un gel de agarcsa al 1% v las bandas de
interés fueran cortadas con un bisturi. Cada fragmento del gel conteniendo las bandas
fue depositado en un tubo eppendorf de 1,5 ml al cual se le adicionaron 500 pl de Kl y

se incubd a durante 10 a 15 min a 60°C hasta disolver la agarosa. 700 pi de la solucién
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resultante fueron transferidos a un tubo Spin Column for DNA (EconoSpin),
centrifugados a 14.000xg por 1 min y lavados dos veces utilizando 700 pl de Ia solucién
NewWash (Tris-HCI 10 Mm pH 7,5, NaCl 60 mM, EDTA 2,5 mM, etanol 50%). Los &cidos
nucleicos fueron suspendidos en 45 pl de agua libre de nucleasas y colectados por

centrifugacién a 14.000xg por 3 min.
Clonamiento de los dcidos nucleicos
Amplificacién de dcidos nucleicos por RT-PCR

10 pl de dsRNA purificado por GeneClean fue mezclado con 2 pl de dimetil sulféxido
(DMSO) y 1 ! de cada partidor (25 mM). La mezcla fue incubada a 94°C por 10 min y
luego enfriada en hielo por 3 min. Se adiciond 1 p! de dNTPs (25 mM), 1 pl de
transcriptasa reversa M-MLV (invitrogen) y 2 pl del buffer RT. La mezcla fue incubada a
37°C por 90 min y luego a 80°C por 5 min. Para la formacién de la segunda hebra, de 1a
5 pl del cDNA obtenido fue mezclado con 0,4 ul de Pfu DNA polimerasa (Agilent}, 1 ul
de cada partidor (25 mMj), 0,5 pl de dNTPs (25 mM), 2,5 ul de buffer de PCR 10X (Tris-
HCl 20 mM, pH 8,8, KCI 50 mM) 1 pl de Mg?* (50 mM) y agua libre de nucleasas hasta
completar un volumen de 25 pl. La amplificacién de PCR fue realizada utilizando los
siguientes pardmetros: denaturacién inicial de 94°C por 3 min, 35 ciclos de
denaturacién a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 30 s y elongacién a 72°C por 3
min; y un paso de extension final a 72°C por 10 min. Una reaccidn sin cDNA fue llevada

a cabo de forma simultanea como control. Un termociclador con gradiente de
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temperatura fue utilizado para amplificar las muestras con los partidores de
hexanucledtidos aleatorios usando una temperatura de alineamiento de 38, 42, 46, 50

y 54°C.

Ligado y Transformacién

Los cDNAs fueron purificados por GeneClean y ligados al vector pBS (previamente
digerido con la enzima EcoRV) utilizando la enzima T4 DNA ligasa durante 24 h a 22°C.
La muestra fue dializada en membranas de nitrocelulosa (Millipore) y utilizada para
transformar a [a cepa electrocompetente E.coli DH5a. 80, 100 y 120 pl de cultivo de la
cepa transformada fueron plaqueados en placas LB-Amp-Xgal e incubadas a 37°C por
24 h. Los clones recombinantes fueron reconocidos por su color blanco debido a su
incapacidad para degradar el sustrato X-Gal y sembrados en nuevas placas [B-Amp-

Xgal.

Purificacion del DNA plasmidial (Miniprep)

La existencia del fragmento de interés en el plasmido pBS fue determinada mediante
PCR utilizando los oligonuciedtidos M13Fw y M13Ry, y visualizados en geles de agarosa
al 1%. El DNA plasmidial fue purificado mediante el kit Genelet Plasmid Miniprep
{Thermo Scientific) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Finalmente, el DNA
plasmidial fue diluido en 50 pl de agua libre de nucleasas. La cuantificacién de dcidos
nucleicos fue realizada usando el espectofotémetro para microplacas Epoch 2 de la

marca Biotek, a una longitud de onda de 250 a 400 nm,
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Secuenciacion y andlisis bioinformidtico

La secuenciacion de DNA fue realizada utilizando el servicio de Macrogen Inc. (Corea).
La herramienta “ContigExpress” del programa Vector Suite (Invitrogen) fue utilizada
para generar los ensamblajes y alineamientos. Las herramientas de bdsqueda Blastn y
Blastx, y la herramienta Open Reading Frame Finder, todas del National Center for
Biotechnology Information (NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi,
http://ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) fueron utilizadas para el analisis bioinformatico de
las secuencias y para la bisqueda de marcos de lectura abiertos y sus respectivas

secuencias aminoacidicas.
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RESULTADOS

Actividad antimicrobiana

Se determind la presencia o ausencia de actividad antibacteriana y antimicética de 24
levaduras antarticas contra K. geyteca, S. aureus y C. albicans en placa a través del
método MBA. Estos microorganismos fueron seleccionados de una coleccién de
bacterias y levaduras del Laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile debido a que pertenecen a géneros y/o especies de
microorganismos patdgenos de importancia médica. Inicialmente se evalud la actividad
a partir de colonias sembradas sobre un césped microbiano, determinando asi que sélo
nueve levaduras antarticas poseen un fenotipo positivo para este ensayo; Las levaduras
Cr. sp, H. watticus, Le. spl y Le. spZ presentan actividad contra la levadura C. albicans;
L. creatinivora y C. parapsilosis contra la bacteria K. geyteca; y S. salmonicolor, C. sake y
W. anomaius contra la bacteria S. qureus (Tabla 4). Este tipo de ensayo, si bien permite
determinar la existencia del fenotipo, no entrega informacién sobre la naturaleza del
factor responsable de la actividad y tampoco si es secretado al medio externo, ya que
diferentes tipos de antagonismo tales como desplazamiento por competencia,
acidificacion del medio y secrecion de enzimas hidroliticas podrian dar como resultado
un fenotipo antimicrobiano. Para determinar si el factor responsable de la actividad

antimicrobiana es de naturaleza proteica y ademas secretado al medio externo, las
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proteinas extracelulares totales secretadas por las nueve levaduras fueron extraidas del
medio mediante precipitacidn con suifato de amonio. Sélo la muestra proveniente de Ia
levadura C. parapsilosis retuvo la actividad observada en los ensayos a partir de

colonias.

Tabla 4. Ensayo de actividad antimicrobiana a partir de colonias

Césped
C. albicans | K. geyteca S. aureus
S. salmonicolor - - +

Cr. gastricus - - -
Cr. victoriae - - -

Cr. gilvescens - - R
Cr.sp

H. watticus
C. sake - - +
D. fristingensis - - .
Rh. laryngis - - R
L. creatinivora - + -
G. antdrctica ) - - -
W. anomalus - - +
Mrakia spl - - -
M. bloflapis - - -
M. psychrophila - - -
Rh. glacialis 1 - - -
Rh. glacialis 2 - - -
Leuconeurospora spl +
Leuconeurospora sp2 + - -
M. bicuspidata - - -
M. gélida - - R
Rh. musilaginosa - - N
M. roberti - - -
C. parapsilosis - + -
+: Presenta actividad antimicrobiana, -: No presenta actividad antimicrobiana
*: C. parapsiiosis presento actividad a partir de colonia y a partir de su extracto proteico

Especie ensayada {(Colonia)
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Actividad antimicética bajo diferentes condiciones

De acuerdo a los resultados de trabajos anteriores (Socfas, G., 2015), se seleccionaron
las levadura W. anomalus y C. parapsilosis por presentar el mayor rango de accién y
por generar los halos de muerte de mayor tamario dentro de toda la coleccién (Tabla
1), y se analizd su actividad antimicdtica bajo diferentes condiciones de pH,
concentracién salina y temperatura, ya que se ha descrito que estos pardmetros son
aquellos que mas afectan la actividad de las toxinas killer, pudiendo incluso inhibirlas
totalmente, y aunque algunas toxinas son activas en un rango de condiciones similares,
otras requieren de parametros completamente diferentes. Los ensayos fueron
realizados sobre las levaduras sensibles Cr. gastricus, Rh. laryngis y Leuconeurospora
spl1, y se seleccionaron sélo aquellas placas que permitieran una correcta medicién de
los radios de halos de muerte al momento de analizar los resultados. Los valores de los
radios de halo de muerte corresponden al promedio de al menos dos halos generados

por una muestra sobre la misma placa.

Las proteinas presentes en el medio extracelular de los cultivos de las levaduras W.
anomalus y C. parapsifosis fueron separadas de acuerdo a su solubilidad bajo la
presencia de una elevada concentracién de sal {fraccionamiento de proteinas por
“salting out”) mediante precipitacién con sulfato de amonio a una saturacién del 60 y
80%, obteniendo asi [as muestras de extractos proteicos llamadas fraccién 60 y fraccidn

80, respectivamente.
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a. Efecto del pH sobre la actividad killer

Se evalud la actividad de las muestras provenientes de las levaduras W. anomalus y C.
parapsilosis sobre las levaduras sensibles Cr. gastricus y Rh. laryngis a pH 4,6; 5,0; 6,0 y
7,0. La fraccién 60 de ambas levaduras no presentd ningun tipo de actividad {Anexo 1y
2). La fraccion 80, proveniente de las levaduras W. anomalus y C. parapsilosis, generan
un halo de muerte de gran tamafio contra la levadura sensible Cr. gastricus a pH 4,6,
mientras que al aumentar el pH del césped, la actividad (reflejada en el didmetro del
halo de muerte) comienza a disminuir hasta desaparecer por completo a pH 7,0 (Figura
2, A). De igual forma, las muestras de W. anomalus y C. parapsilosis obtenidas con 80%
de saturacion de sulfato de amonio presentan su mayor actividad a pH bajo, entre 4,5y
5,0 contra un césped sensible de Rh. laryngis, mientras que a pHs superiores no se

observé actividad (Figura 2, B).
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Figura 2: Efecto del pH sobre la actividad killer. Se evalud el efecto del pH en la
actividad de las muestras de extractos proteicos de W. anomalus y C. parapsilosis sobre
un césped sensible de Cr. gastricus (A) y Rh. laryngis (B) ajustado a pH 4,6; 5,0; 6,0 y
7,0.
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b. Efecto de la concentracion salina sobre la actividad killer

Se evaluo la actividad de las fracciones 60 y 80 obtenidas a partir de las levaduras W.
anomalus y C. parapsilosis contra la levadura sensible Rh. laryngis. La fraccion 60
proveniente de ambas levaduras no presentd actividad (Anexo 3). La fraccion 80 de
ambas muestras presento la mayor actividad a una concentracion salina de entre 0 y
0,1%, generando halos de muerte de entre 5 y 6 cm de radio. Al aumentar la
concentracion salina al 0,5%, la actividad de ambas muestras disminuye en cerca de un
53% para W. anomalus y un 54% para C. parapsilosis, produciendo un halo de muerte
de 2,5 mm de radio. No se observa actividad a concentraciones de NaCl del 1% o

superior (Figura 3).
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Figura 3: Efecto de la concentracion salina sobre la actividad killer. Se evalud el efecto
del NaCl en la actividad de las muestras de extractos proteicos de W. anomalus vy C.
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parapsilosis sobre un césped sensible de Rh. laryngis a una concentracidn salina de 0;
0,1;0,5 1y 2%.

c. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de [a toxina killer

Se analizé la actividad de la fraccion 80 de W. anomalus y C. parapsilosis luego de una
incubacién a 30, 37 y 45°C por 4 h y a 100°C por 15, 30, 45 y 60 min, sobre un césped
sensible de Leuconeurospora spl y Rh. laryngis. Ambas muestras retuvieron la actividad
luego del tratamiento térmico sin presentar grandes diferencias en los radios de halos
de muerte producidos {(Anexo 4 y 5). La actividad killer observada luego de cada
tratamiento térmico fue normalizada respecto a la actividad producida por la muestra
control (no sometida a tratamiento térmico) para un mejor analisis de los resultados
(Figura 4). 56lo cuando la muestra proveniente de W. anomalus fue ensayada sobre un
césped sensible de Rh. laryngis es posible observar una disminucién en su actividad
cercana- al 46 y 42% luego de un tratamiento térmico a 100°C por 45 y 60 min,

respectivamente (Figura 4, B).
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Figura 4: Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la toxina killer. Se midié el
efecto térmico en la actividad de los extractos proteicos extracelulares de W. anomalus
y C. parapsilosis sobre un césped sensible de Leuconeurospora sp1 (A) y Rh. laryngis (B)
luego de un tratamiento térmico de 100°C por 15, 30, 45 y 60 min y un tratamiento de

30,37 y 45°C por 4 h.
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Purificacion de Proteinas

Ya caracterizadas las muestras de extractos proteicos de las levaduras W. anomalus y C.
parapsilosis, se procedié a determinar la proteina responsable de la actividad killer.
Debido a algunas dificultades en la medicion del halo de muerte en los ensayos
anteriores, los ensayos de actividad de esta seccion fueron llevados a cabo sobre un
césped sensible de M. sp1 (tabla 1). Debido a la coloracién blanca de esta cepa y a su
crecimiento lento (un crecimiento rapido puede saturar el césped de células durante el
periodo de incubacidn, lo cual dificulta la medicién de los halos de muerte), se produce

un mejor contraste entre el halo de coloracidn azul y el resto del césped.

Las proteinas presentes en la fraccion 80 obtenida a partir de W. gnomalus y C.
parapsilosis por precipitacion con sulfato de amonio fueron separadas utilizando los
filtros Amicon Ultra-4 centrifugal filter devices (Millipore} de diferentes tamafios; 100,
50, 30, 10 v 3 kDa, para obtener asi fracciones con proteinas de un peso molecular
mayor a 100 kDa, entre 100 y 50 kDa, entre 50 y 30 kDa, entre 30 y 10 kDa, entre 10 y 3
kba y menor a 3 kDa. Se determino la actividad de l[as fracciones obtenidas contra un
césped sensible de M. sp1 (figura 5, A y C) y las muestras fueron analizadas por SDS-
PAGE (figura 5, B y D}. Aunque las proteinas no fueron separadas idealmente por
tamafio, se enconiré una fuerte relacién entre la actividad presentada por cada
muestra y su perfil proteico; en el cual la mayoria de las muestras que presentaron

actividad poseen principalmente de tres a cuatro bandas de un peso molecular de 40 a
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55 kDa. Ademas, la actividad fue observada principalmente en las fracciones entre 30 y

50 kDa.
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Figura 5: Actividad y perfil proteico de las fracciones obtenidas mediante filtros de

corte. A, actividad de las fracciones obtenidas a partir de la muestra de W. anomalus

sobre un césped de M. sp1. B, perfil proteico de las fracciones obtenidas a partir de la

muestra de W. anomalus en un gel SDS-PAGE. C, actividad de las fracciones obtenidas a

partir de la muestra de C. parapsilosis sobre un césped de Mrakia spl. D, perfil

proteico de las fracciones obtenidas a partir de la muestra de C. parapsilosis en un gel

SDS-PAGE. M: marcador de peso molecular.
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Se seleccionaron las fracciones entre 50-30 kDa de cada muestra y se sometieron a
cromatografla de exclusion molecular para separar las protefnas presentes en la
muestra. Se colectaron alrededor de 120 fracciones y se determiné la actividad de
aquellas fracciones que dieron valores de absorbancia (280 nm) mayores a 5 mAu
(Figura 6). Las muestras que presentaron actividad killer fueron analizadas por SDS-
PAGE y se encontré que la actividad se relacionaba a una sola banda de 53 kDa para la
muestra proveniente de W. anomalus (Figura 7, A) y 46 kDa para la muestra

proveniente de C. parapsilosis (Figura 7, B).
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Figura 6: Cromatograma y radio de halo de muerte. Absorbancia (azul) y actividad
(rojo) de las fracciones recolectadas, calculada como el radio del halo de muerte
generado sobre un césped sensible de M. sp1, a partir de las muestras de W. anomalus

(A) y C. parapsilosis (B), mediante cromatografia de exclusién molecular.
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A W. anomalus (fraccién)
kDa M 72 73 74 75 76 78 86 88 91
250

B C. parapsilosis (fraccion)

kDa M 42 68 73 75 77 81 a8 103 113

Figura 7: Electroforesis en gel SDS-PAGE de las fracciones obtenidas por cromatografia
de exclusion molecular a partir de W. anomalus (A) y C. parapsilosis (B). M: marcador

de peso molecular.




Las fracciones de cada muestra que presentaron actividad fueron mezcladas y se
analizd su actividad sobre un césped sensible de Mrakia. spl luego de un tratamiento
térmico de 100°C por 15 min. La actividad disminuyé casi por completo luego del
tratamiento térmico, observandose halos de un radio de muerte menor a 1 mm (Figura

8, A). Ademas, se confirmo la presencia de la proteinas por SDS-PAGE (figura 8, B).

Mediante analisis de las muestras por huella peptidica, se obtuvieron secuencias de
fragmentos de entre seis a 33 aminodcidos. Los péptidos fueron analizados usando las
herramientas BLASTp del National Center of Biotechnology Information (NCBI) con lo
cual se encontré que estos presentan identidad con proteinas tales como kinasas,
ligasas y algunos transportadores, entre otros (Tabla 5); sin embargo, no se encontré
ninguno que presente identidad con alguna toxina killer conocida. Debido al gran
numero de péptidos obtenidos, en la tabla 5 sdlo se muestran algunos de los péptidos

con mayor porcentaje de identidad con alguna proteina de la base de datos.
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Figura 8: Perfil proteico y actividad de las muestras purificadas. Actividad de las toxinas
purificadas a partir de W. anomalus y C. parapsilosis, antes y después de un
tratamiento térmico de 100°C por 15 min, sobre un césped sensible de M. sp1 (A) y su
perfil proteico en un gel SDS-PAGE (B). W.ano: W. anomalus, C.pa: C. parapsilosis, M:

Marcador de peso molecular.
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Tabla 5. Identidad de los péptidos obtenidos por el método de huella peptidica

Péptido

Identidad
(BLASTp}

Porcentaje
de
identidad

Cddigo de
acceso

W.anomalus

RAHSSMVGFDLPQRA

KTIVWNGPPGVFEFEKF

KSSAAGNTVIIGGGDTATVAKKY

Fosfoglicerato
guinasa
[Saccharomyces
cerevisige $288c]

100%

NP_009938.2

RLSVTLNNAGRWRI

Avtlp
[Saccharomyces
cerevisige
FostersO]

93%

EGA61680.1

KPNPKIIEK]

YGR180C
[Saccharomyces
cerevisiae]

100%

NP_011696.3

RLOLDTNLRV

Transportador de
Fe(2+)
[Saccharomyces
cerevisige 5288c]

100%

NP_012978.1

C. parapsilosis

KKHSSSSTIFPKN

Sutlp
[Saccharomyces
cerevisige in13]

92%

EGA78793.1

KQEVSSSNMGSSNIMIRK

REVAEQSMAAKQEVSQSNMGSSNMIRK

Skt5p
[Saccharomyces
cerevisige Vin13]

95%

EGA79990.1

RYTSTAEHAAIRS

Tahlp
[Saccharomyces
cerevisiage VL3]

92%

EGAB7766.1

MIIVVLIPTHNRL

ESS1
{Saccharomyces
cerevisiae]

100%

CAAB0941.1
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Analisis de dsRNA

Tomando en consideracién las bases genéticas del fenotipo killer de levaduras, es
posible que [as toxinas secretadas por las levaduras W. anomalus y C. parapsifosis, asi
como también por el resto de las levaduras antarticas, sean codificadas por elementos
genéticos extracromosémicos del tipo dsRNA. En trabajos previos, se determind la
existencia del fenotipo killer en nueve especies de levaduras a partir de una coleccién
24 aislados antdrticos (Tabla 1), sin embargo, es posible que algunas de las 15
levaduras que no mostraron un fenotipo positivo a partir de los ensayos en placa si
presenten actividad contra alguna levadura que no pertenece a nuestra coleccién, por
lo que se analizo la presencia de este tipo de moléculas en todas ellas. Ademds, 17
aislados antértico de X. dendrorhous fueron incorporados a nuestra coleccidn de
levaduras y se ha reportado la presencia de moléculas de dsRNA en algunos aislados de
esta especie, por lo que este andlisis sirve como primer paso en la determinacion de las
bases genéticas del fenotipo killer en cada levadura y ademas permite tipificar cepas de
levadura, debido a las diferencias en el nimero y tamaiio de las moléculas de dsRNA
que pueden presentar los aislados de una misma especie a partir de diferentes

regiones geograficas.

Se analizé la existencia de moléculas de dsRNA en 41 cepas de levaduras antdrticas
(Tabla 2). Las extracciones de RNA total fueron realizadas a partir de pellets celulares
obtenidos desde cultivo liquido v las muestras sometidas a caracterizacidn enzimatica

con Nucleasa 51; degradacion de acidos nucleicos (DNA y RNA) de hebra simple, DNasa
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I; degradacion de DNA de hebra simple y doble, y RNasa A; degradacién de RNA de

hebra simple y doble. De esta forma, se encontré la presencia de moléculas de dsRNA

en las levaduras 5. salmonicolor, M. psychrophila, M. gélida y en cuatro aislados

antarticos de X. dendrorhous: M11-1, M13-1, M13-2 y M13-3 (Tabla 6). La levadura M.

psychrophila presenta al menos cuatro moléculas de dsRNA de diferentes tamafios,

mientras que el resto de las levaduras presentan al menos entre una y dos moléculas.

Los tamafios aproximados de las maléculas de dsRNA encontradas se indican en la

Tabla 6.

Tabla 6. Tamafio de las moléculas de dsRNA presentes en levaduras antdrticas

Levadura Tamaiio aproximado de las moléculas {pb) | Nombre de la molécula
S. salmonicofor 6000 S.sal-6000
1500 S.sal-1500
M. psychrophila 7000 M.psy-7000
3000 M.psy-3000
2000 M.psy-2000
1300 M.psy-1300
M. gelida 6000 M.ge-6000
2000 M.ge-2000
X. dendrorhous M11-1 5000 M11-1-5000
X. dendrorhous M13-1 5000 M13-1-5000
X. dendrorhous M13-2 5000 M13-2-5000
X. dendrorhous M13-3 5000 M13-3-5000

RT-PCR con partidores especificos

Las muestras de RNA total provenientes de las levaduras S. salmonicolor, M.

psychrophila, M. gélida y de los cuatro aislados antarticos de X. dendrorhous: M11-1,
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M13-1, M13-2 y M13-3 fueron tratadas con Nucleasa S1 para degradar el ssRNA
presente en [a muestra. Las moléculas S.sal-6000, M.psy-7000, M.psy-3000, M.ge-6000,
M11-1-5000, M13-1-5000, M13-2-5000 y M13-3-5000 (Tabla 6) fueron purificadas
mediante GeneClean y utilizadas en una reaccién de RT-PCR utilizando los pares de
partidores indicados en [a tabla 7, los cuales son especificos para motivos conservados
de la RNA polimerasa viral de XdV-L1A y XdV-L1B. Se obtuvieron amplicones de un
tamafio esperado a partir de las muestras de dsRNA provenientes de las levaduras M.

psychrophila, X. dendrorhous M13-2 y X. dendrorhous M13-3 (tabla 7).

Tabla 7. Tamafio de los fragmentos obtenidos mendiante RT-PCR con partidores

especificos.
Partidores
Levadura dsRNA MotdF- Mot4F- Mot4FB- Mot4FB-
Mot5R MoteR Mot5RB Mot6RB
S. saimonicolor S.sal-6000 - - - -
M. psychrophila M.psy-7000 - 300 pb - 300 pb
M.psy-3000 - - - -
M. gelida M.ge-6000 - - - -
X. dendrorhous M11-1 | M11-1-5000 - - - -
X. dendrorhous M13-1 | M13-1-5000 - - - -
X. dendrorhous M13-2 | M13-2-5000 250 pb - - -
X. dendrorhous M13-3 | M13-3-5000 - - 200 pb -

-: no se obtuvo producto de PCR

Se obtuvieron dos amplicones de 300 pb a partir de la muestra M.psy-7000, uno
utilizando los partidores Mot4F-Mot6R y el otro utilizando los partidores Mot4FB-
Mot6RB. Un amplicén de aproximadamente 250 pb fue obtenido a partir de la muestra

M13-2-5000 utilizando los partidores Mot4F-Mot5R y un amplicén de 200 pb fue
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obtenido a partir de la muestra M13-3-5000 utilizando los partidores Mot4FB-Mot5RB

(Anexo 6).

Los amplicones fueron re-amplificados mediante PCR utilizando la enzima Pfu
polimerasa y los fragmentos obtenidos fueron purificados mediante GeneClean (figura
9, A y B} v ligados al vector pBS utilizando la enzima T4 DNA ligasa. La bacteria
electrocompetente E. coli DH5a fue transformada con la mezcla de ligado vy luego
sembrada en placas LB-Amp-Xgal las cuales fueron incubadas a 37°C por 24 h. Se
seleccionaron los clones recombinantes {reconocidos por su color blanco frente a los
clones no recombinantes de color azul) y se realizd PCR colonia utilizando los partidores
M13Fw y M13Rv a todos los clones blancos para verificar la presencia del vector
recombinante. Se escogieron algunos clones recombinantes y se les realizé una
extraccion de DNA plasmidial utilizando el kit miniprep. Las muestras de DNA plasmidial
fueron cuantificadas y enviadas a Macrogen Inc. Korea, para su respectiva

secuenciacién.
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Figura 9: Amplicones de PCR de las muestras de dsRNA de M. psychrophila y de X.
dendrorhous M13-2 y M13-3 purificados mediante GeneClean. Se muestran los
productos de PCR obtenidos a partir de las muestras de dsRNA de M. psychrophila (A) y
de X. dendrorhous M13-2 y M13-3 (B) mediante el uso de partidores especificos para

regiones conservadas de la RNA polimerasa de los virus L1A y L1B de X. dendrorhous.

Las muestras S.sal-6000 y M.ge-6000, provenientes de S. salmonicolor y M. gelida,
respectivamente, que no dieron amplicones a partir del RT-PCR con partidores
especificos para motivos conservados de la RNA polimerasa viral de XdV-L1A y XdV-L1B
fueron amplificadas mediante RT-PCR utilizando hexanucledtidos de secuencia
aleatoria (random hexamer primers). La reaccion de PCR fue llevada a cabo usando un
gradiente de temperatura. Se obtuvo un amplificado a partir de la muestra S.sal-6000

en la reaccion de PCR a 46, 50 y 54°C y un amplificado a partir de M.ge-6000 en la
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reaccién de PCR a 42 y 54°C (Tabla 8). Las muestras de dsDNA obtenidas a partir del RT-
PCR fueron re-amplificadas utilizando la enzima Pfu polimerasa en una reaccién de PCR
a la temperatura a la cual fue obtenido el amplicon. Las muestras resultantes fueron
purificadas por GeneClean y ligadas al vector pBS mediante la enzima T4 DNA ligasa y
utilizadas para transformar a la cepa electrocompetente E. coli DH5a. Los clones
recombinantes fueron seleccionados por su color blanco. Se realizé PCR colonia
utilizando los partidores M13Fw y M13Rv a todos los clones de color blanco y se
seleccionaron los transformantes de interés. Se realizd una extraccion del DNA
plasmidial de [os clones seieccio;'lados mediante el kit Miniprep y las muestras de DNA
plasmidial fueron cuantificadas y enviadas a Macrogen Inc. Korea, para su

secuenciacion.

Tabla 8. PCR en gradiente de temperatura con hexanucledtidos de secuencia

aleatoria.

PCR en gradiente de temperatura
Levadura dsRNA 38°C | 42°C | 46°C | 50°C | 54°C
S. salmonicolor | S.sal-6000 | - - + + +
M. gelida M.ge-6000 | - + - - +

+: se obtuvo producto de PCR. -: no se obtuvo producto de PCR.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante la herramienta BLASTX y a partir
de {a muestra M.psy-7000 de M. psychrophila se obtuvieron dos secuencias diferentes,
las cuales mostraran un alto porcentaje de identidad con los virus L1A y L1B de X.

dendrorhous, mientras que a partir de la muestra M13-3-5000 de X. dendrorhous M13-
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3, se obtuvo sdlo una secuencia con un 100% de identidad con el virus L1B de X,
dendrorhous (Tabla 9). Las muestras S. salmonicolor mostraron identidad con un factor
de elongacion de la traduccién y con una deshidrogenasa, ambas de X. dendrorhous,
mientras que las muestras de M. gelida sdlo presentaron identidad con una quinasa de

adhesion focal de Gaflus gallus.

Tabla 9. Identidad de las secuencias obtenidas a partir de los dsRNAs de M.

psychrophila, X. dendrorhous M13-3, 5. salmonicolor y M. gelida.

Levadura ldentidad de] dsRNA(Blastx) Porcentaje | Cédigo de acceso
de identidad

M. psychrophila RNA polimerasa dependiente de 73% AFH09414.1
RNA (X. dendrorhous Virus L1B)
RNA polimerasa dependiente de 68% YP_007697651.1
RNA (X. dendrorhous Virus L1A)

X. dendrorhous M13-3 | RNA polimerasa dependiente de 100% AFH09414.1
RNA (X. dendrorhous Virus L1B)

S. salmonicolor Factor de elongacidn de 61% CbZ96487.1
traduccion 1a (X. dendrorhous)

17-beta-hidroxiesteroide 100% CDZ96201.1
deshidrogenasa 11 {X.
dendrorhous)
M. gelida Quinasa de adhesion focal (G. 70% 2JKK_A
gaflus)
Primer Walking

A partir de la secuencias obtenidas a partir de M. psychrophila se disefiaron dos pares
de partidores divergentes M.psy-Fw1l/M.psy-Rvl y M.psy-Fw2/M.psy-Rv2 {Tabla 3). El
dsRNA de M. psychrophila M.psy-700 se utilizé como molde en reacciones de RT-PCR

con los partidores divergentes disefiados a partir de los extremos de las secuencias
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obtenidas y con hexanucledtidos de secuencia aleatoria con el fin de extender la hebra
por primer walking. Los amplicones obtenidos fueron re-amplificados utilizando la
enzima Pfu polimerasa y se obtuvieron fragmentos de dsDNA de entre 300 a 1000 pb
los cuales fueron purificados mediante GeneClean (Figura 10) y ligados al vector pBS
utilizando la enzima T4 DNA ligasa. La bacteria electrocompetente E. coli DH5a fue
transformada con cada vector recombinante y la cepa fue sembrada en placas LB-Amp-
Xgal las cuales fueron incubadas a 37°C por 24 h. Los clones recombinantes fueron
seleccionados por su color blanco y utilizados como molde en una reaccién de PCR
colonia con los partidores M13Fw y M13Rv para verificar la presencia del vector
recombinante. Se realizo una extraccion de DNA plasmidial mediante el kit Miniprep a
los clones recombinantes y las muestras fueron cuantificadas y enviadas a Macrogen

Inc. Korea para su secuenciacion.

bp M M. psychrophila

Mpsy-Rvl  Mpsy-Rvl  Mpsyfwl Mpsy-Ffw2 Mpsy-Rvl Mpsy-Rvl M_psy-Rv2 Mopsy-Fwl  MpsyFfwl Mpsy-Rvl
Partidores: Primer 68 Primer 8N Primer 6N Primer 6N Primer 6 Primer 6N Primer 6N Primer 6N Primer 64 Premer 64

Figura 10: Productos de PCR de las muestras de M. psychrophila con partidores

divergentes y hexanucleotidos de secuencia aleatoria, purificados por GeneClean.
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Mediante PrimerWalking se obtuvieron nuevas secuencias de las moléculas de M.
psychrophila y mediante Blastx se analizd la identidad de estas (tabla 10). No fue
posible disefiar contigs para obtener la secuencia de una regidn consenso del dsRNA de
M. psychrophila, sin embargo, algunas secuencias obtenidas si muestran identidad con
los virus XdV-L1A y XdV-L1B. A pesar que los partidores fueron disefiados a partir de
regiones con un alto porcentaje de identidad con [a RNA polimerasa dependiente de
RNA del virus L1A y L1B de X. dendrorhous, mediante Blastx se logrd identificar una
secuencia con un 48% de identidad con la proteina de capside del virus XdV-L1A (Tabla
10), la cual estd separada por una distancia de mas de 2.000 pb de la regién que
codifica para la RNA polimerasa dependiente de RNA en el virus XdV-L1A (Figura 11),
por lo que es posible que los partidores disefiados correspondan a regiones que se

encuentran repetidas en los dsRNAs de M. psychrophilfa.
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Tabla 10: Identidad de las secuencias obtenidas a partir de los dsRNAs de M.

psychrophila mediante primer walking.

Partidores Identidad del dsRNA (BLASTx) Porcentaje Cédigo de acceso
de identidad
M.psy-Fw1l/6N | Imidazol propionasa (Corynebacterium 100% WP_005327582.1
tuberculostearicum)
Proteina de unién al sustraro del 99% WP_070728157.1
transportador ABC (Propionibacterium
acnes)
M.psy-Rv1/6N | Proteina de cubierta (Ustilaginoidea 44% YP_009094184.1
virens RNA Virus L1)
M.psy-Fw2/6N | RNA polimerasa dependiente de RNA 73% YP_007697651.1
(X. dendrorhous Virus L1A)
Proteina de la capside (X. dendrorhous 48% YP_007697650.1
Virus L1A)
M.psy-Rv2/6N | RNA polimerasa dependiente de RNA 36% AFH09414.1
(X. dendrorhous Virus L1B)

Xdv-L1A
] o a0 e o E R N P00 2eRe 2600 ZReR 3 200 W0 uBR 3808 A 4z 4
Proteina de Gaside XdV-L1A RNA ﬁlmzﬂu d!ﬁnﬂl!nt! de RNA XdV-L1A
I My Fw2 /BN I MolarB/MotERE
. Mipsy Fw2/6N
XdVv-L18
| 200 00 ) i Lebe  ese e 1800 . 2280 2408 2408 2seR 1 (3208 B4R D600 AW 4k azee a6t
Pralm'lud!l:iﬁ XdV-118 RNA polimerasa dependiente de RNA XdV-118
= M AV/EN S Mot aF /MotER.

Figura 11: Alineamiento de las secuencias obtenidas con los virus L1A y L1B de X.
dendrorhous. Las secuencias obtenidas se indican con el nombre de los partidores
usados en la reaccion de PCR.
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DISCUSION

Actividad antimicrobiana

C. albicans y S. aureus son patdgenos comensales oportunistas que pueden llegar a
causar infecciones graves en humanos y que requieren de tratamiento médico (da Silva
y col, 2016; Goudarzi y col, 2016). Ninguna de las 24 levaduras antdrticas analizadas
presentd actividad contra cepas de laboratorio de estas especies, a partir de muestras
de extractos proteicos extracelulares. La levadura C. parapsilosis presentd actividad
antimicrobiana contra la bacteria K. geyteca, una cepa bacteriana de laboratorio del
género Klebsiella, gue se caracteriza por ser un grupo de bacterias Gram negativas de la
familia Enterobacteriaceae, causantes de enfermedades infecciosas y resistentes a una
amplia variedad de antimicrobianos de impartancia clinica (Famiglietti y col, 2005). A
pesar que sélo una levadura antartica mostré actividad en estos ensayos, este
resultado indica que las levaduras antarticas también pueden presentar actividad
antibacteriana y potencialmente podrian llegar a ser de utilidad para el desarrollo de

tratamientos contra infecciones causadas por bacterias Gram negativas.

Actividad killer bajo diferentes condiciones

Las muestras de extractos proteicos de W. anomalus y C. parapsilosis poseen un perfil

de actividad a pH bajo, lo cual se corresponde con los antecedentes, donde ha sido
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descrito que el rango de pH al cual las toxinas son activas varia entre 3,0y 6,0, con un
optimo entre 4,0 y 5,0, razén por la cual el pH del medio es una de las condiciones més
importantes para detectar este tipo de actividad. La concentracidn salina del medio es
otro factor que puede afectar la actividad de las toxinas. Las muestras analizadas
mostraron actividad a concentraciones de sal menores al 1%, mientras que
concentraciones iguales o superiores a esto resultaron inhibitorias. La concentracion
salina a la cual las toxinas son activas tiene relacién directa con halotolerancia de la
levadura que las produce, donde es comin que especies halotolerantes tales como M.
frigida y Debaryomyces hansenii secreten toxinas activas a elevadas concentraciones
de sal, entre un 3 y 8%, mientras que a menores concentraciones disminuye tanto la
produccién de las toxinas asi como también la actividad de éstas (Hua vy col, 2010;
Breuer y Harms, 2006). Por lo tanto, estos resultados nos sugiere que probablemente
las levaduras killer W. anomalus y C. parapsilosis, aisladas desde la antértica, no son
halotolerantes. En cuanto a la temperatura a la cual las toxinas siguen siendo activas,
es sabido que las levaduras de origen antartico se relacionan con una mayor estabilidad
proteica a bajas temperaturas y, de hecho, todas las enzimas y proteinas producidas
por levaduras psicréfilas tienen su actividad a temperaturas de aproximadamente 0 a
30°C, mientras que a temperaturas superiores, ocurre una denaturacion de sus enzimas
y proteinas (Hua y col, 2020). Sin embargo, las muestras de extractos proteico de las
levaduras psicrotolerantes W. anomalus y C. parapsilosis fueron capaces de retener su

actividad luego de un tratamiento térmico de 100°C por 1 h y de 45°C por 4 h. Ya que
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las toxinas purificadas no fueron capaces de retener por completo su actividad luego de
un tratamiento de 100°C por 15 min, es posible que la tolerancia térmica observada en
las muestras de extractos proteicos (fraccion 80) se deba a una mayor concentracion de
proteinas en la muestra (Law & Leaver, 1997). Toxinas con actividad estable a 37°C
(temperatura corporal} son de gran interés en el area de la biotecnologfa médica, pues
podrian tener aplicaciones en el tratamiento contra infecciones causadas por levaduras

patdgenas en humanos {Breuer y Harms, 2006).

En [a purificacién de las muestras de extractos proteicos de W. anomalus y C
parapsilosis (fraccion 80) mediante filtros de diferentes limites de corte, se observé que
la actividad killer se vio favorecida en la fraccién entre 30 y 50 kDa. Al separar esta
fracion mediante cromatografia de exclusién molecular, una proteina de 53 y 46 kDa
fue asociadada z la actividad killer en W. anomalus y C. parapsilosis, respectivamente.
Los datos obtenidos mediante el analisis de las muestras por huella peptidica no
permiten identificar la identidad de las proteinas; sin embargo, es muy posible que las
proteinas killer secretadas por las levaduras W. anomalus y C. parapsilosis aisladas
desde la antartica difieran de las toxinas descritas hasta ahora por lo cual no es posible

su identificacidn mediante comparacidn con una base de datos.

Analisis de dsRNAs

A pesar que los EGEs de] tipo dsRNA en levaduras son considerados elementos cripticos

en funcion (Baeza y col, 2012), existe una fuerte relacién entre la presencia de virus de
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dsRNA y el fenotipo killer en levaduras, siendo S. cerevisiae el mejor ejemplo de ello.
De las 41 cepas analizadas en este trabajo, se confirmé la presencia de este tipo de
moléculas en las levaduras S. salmonicolor, M. psychrophila, M. gelida y en cuatro
aislados antarticos de X, dendrorhous. En trabajos previos se confirmd la existencia del
fenotipo killer en la levadura M. gelida, la cual presentd actividad contra nueve
especies de levaduras antarticas; D. fristingensis, L. fragaria, Rh. laryngis, L.
creatinivora, C. sake, Cr. victoriae, G. antarctica, M. blolfopis y Leuconeurospora spl
(Socias, G., 2015); sin embargo, la molécula de dsRNA presente en esta cepa muestra
identidad (a partir del producto de traduccion in silico) con un factor de elongacidn de
la traduccion y con una quinasa de adhesion focal, por lo que no es posible asociar la
presencia de esta molécula con el fenotipo killer en esta levadura. A partir de la
levadura M. psychrophila se obtlvieron secuencias con una alta identidad a los virus
L1AyLiIBde X. dendrorhous. Aungue estos virus no estan relacionados con la actividad
killer observada en X. dendrorhous (Flores y col, 2015), es posible que los dsRNAs
encontrados formen parte de un sistema killer propic de la levadura M. psychrophila.
Debido a que el fenotipo killer esta definido por la presencia de un virus tipo M y un
virus tipo L, es necesario analizar la identidad de las otras moléculas de dsRNA
presentes en la levadura M. psychrophila con el fin de identificar la presencia de un
virus M. Aungue no se evalué la actividad killer de las cepas de X. dendrorhous, se logré
detectar la existencia de moléculas de dsRNA en cuatro de los 17 aislados antdrticos de

esta especie, confirmando ademas la identidad de las moléculas en el aislado M13-3, la
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cual presenta un 100% de identidad con el virus XdV-L1B. A pesar que no se logro
obtener un clon transformante a partir del dsRNA del aislado M13-2, se logré obtener
un amplificado utilizando los partidores Mot4F-Mot5R, especificos para un motivo
conservado en el virus XdV-L1A, por lo que este se sugiere como identidad de tal
amplicén. X. dendrorhous fue aislada por primera vez desde exudados de adrboles en
regiones montafiosas de Alaska y Japdn. Luego, otros aislados fueron obtenidos desde
regiones frias de Rusia y Finlandia, y mas recientemente desde ltalia, Alemania, Estados
Unidos, Argentina y Chile {Contreras y col, 2015). X. dendrorhous es una levadura de
gran interés comercial por su produccion de carotenoides y sélo recientemente ha sido
aislada desde el continente antartico, por lo que los resultados obtenidos en este

trabajo sirven para una mejor caracterizacion de los aislados antarticos.

55




CONCLUSIONES

La levadura C. parapsifosis presenta actividad contra la bacteria K. geyteca, siendo la
tnica levadura en presentar actividad antibacteriana contra alguno de los

microorganismos de importancia médica estudiados.

Las muestras de extractos proteicos de las levaduras W. anomalus y C. parapsilosis
presentan tolerancia al tratamiento térmico y son mayormente activas en un rango de

pH bajo (4,6-5,0) y a bajas concentraciones de sal (0,0-0,1%).

M. psychrophila presenta al menos cuatro moléculas del tipo dsRNA y se requiere de
nuevos estudios para determinar si alguna de ellas codifica una toxina killer, mientras
que para el resto de las levaduras antarticas, el fenotipo killer no estaria codificado por

elementos genéticos del tipo dsRNA,
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ANEXO

1. Actividad de ias muestras bajo diferentes condiciones de pH sobre un césped de Cr.

gastricus.

Halo de muerte (mm) bajo diferentes condiciones de pH del césped

pH 4,6 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0
W. anomalus F80 3,5 3,5 0 0
W. anomalus F60 0 0 4] 0
C. parapsilosis FB0 | 4 4 0 0
C. parapsilosis F60 | 0 0 4] 0

F80: fraccion obtenida con 80% de saturacion de sulfato de amonio, F&0: fraccién obtenida con
60% de saturacion de sulfato de amonio

2. Actividad de las muestras bajo diferentes condiciones de pH sobre un césped de Rh.

faryngis.
Halo de muerte (mm) bajo diferentes condiciones de pH del césped
pH 4,6 pH 5,0 pH 6,0 pH7,0
W. anomalus F80 5 4,5 3 0
W. anomalus F60 0 0 0 0
C. parapsilosis F80 | 5 4 3 0
C. parapsilosis F60 | O 0 0 0

F80; fraccidn obtenida con 80% de saturacion de suifato de amonio, F60: fraccidn obtenida con
60% de saturacion de sulfato de amonio

3. Actividad de [as muestras bajo diferentes condiciones de concentracidn salina sobre un

césped de Rh. faryngis.

Halo de muerte (mm) bajo diferentes condiciones de concentracidn

salina
0% NaCl 0,1% NaC] 0,5% NaCl 1% NaCl 2% NacCl
W. anomalus F80 6 5 2,5 0 0
W. anomalus F60 0 0 0 0 0
C. parapsilosis F80 | 5 5,5 2,5 0 0
C. parapsilosis F60 | 0 0 0 o 0

F80: fraccion obtenida con 80% de saturacion de sulfato de amaonio, F60: fraccién obtenida con
60% de saturacion de sulfato de amonio
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4. Actividad de las muestras bajo diferentes condiciones de temperatura sobre un césped
de Leuconeurospora spi.

Halo de muerte (mm)
Temperatura (°C) | Tiempo (min} W, anomalus C. parapsilosis
Control 1] 2,1 5,5
100 15 1,9 54
100 30 2,1 51
100 45 1,8 4,5
100 60 1,7 4,3
30 240 19 5,4
37 240 2 5
45 240 1,9 4,8

5. Actividad de las muestras bajo diferentes condiciones de temperatura sobre un césped
de Rh. laryngis.

Halo de muerte (mm)
Temperatura (°C) | Tiempo (min) W. anomalus C. parapsilosis
Control 0 min 2,6 53
100 °C 15 min 2,5 4,8
100°C 30 min 2 5
100 °C 45 min 1,4 4,9
100°C 60 min 1,5 4,5
30°C 4h 1,9 5,3
37°C 4h 2 5,4
45 °C 4h 1,8 53
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6. Amplicones obtenidos por RT-PCR mediante el uso de partidores especificos

bp M.psy-7000 M.psy-7000 M.psy-3000

MotdF MotdF MotdFE MotdFB MotdF MotdF MotdFB MotdFB MotdF  MotdF MotdFB MotdFB
Partidores: MotSR_Mot6R MotdRB Mot6RB  MotSR  Mot6R MotdRB Mot6RB MotSR  Mot6R  MotdR8 Mot6RB

bp M11-1-5000 M13-1-5000 M13-2-5000

MotdF  MotdF MotdFB MotdFB MotdF MotdF MotdFB MotdFB  MotdF

MotdF MotdFB MotdFB
Partidores: MotSR Mot6R MotdRB Mot6RB Mot5R Mot6R MotdRB Mot6RB

Mot5R  Mot6R MotdRB MotGRB

bp M M13-3-5000 5.531-6000 M.ge-6000
20000

10000
7000
5000
4000

3000

MotdF  MotdF MotdFB MotdFB MotdF MotdF MotdFB MotdFB  MotdF
Partidores: Mot5R  Mot6R MotdRB Mot6RE MotSR  MotéR MotdRE Mot6RE MotSR Mot6R  MotdRB Mot6RB

MotdF MotdFB MotdFB
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7. Secuencias obtenidas a partir de los dsRNAs de M. psychrophila

GAGGACTTCAATAGTCAACATAGCATCAGCTCGATGCAAGCGGTGATCGATGCTTATGGCGAGGTTTAC
AGAGGCGTATTCAGCGATGAACAGATGGAAGCGCTCAAGTGGACTTCAGACTCGATCCGCACGCAGAT
AATCCATGACAACGTTGGGCTGAAGCAGGAGTACAGGGCGAAAGGGACACTGTTGTCAGGATGGAGA
TTGACGACTTTCGTAAACTCTGTGCTCAACGCAGTCTACACCGACAAACTGTGTGGTGAGTCGAAGATG

CGAGATTCAAGTTTGCACAACGGAGACGATGTCT

GAGGACTTCAATAGTCAACACAAAGCAGGTTCTATGAAAGCGGTGATAGATGCATACATCACCGTGTTC
AGAGGTCAGCTGTCACCGGAGCAGGTCACGGCTGCTGAATGGACTTCAGAATCTGTCGGCAAGCAAAC
GATTCATGATAACGTGGGATTGAAACAAACTTACGAAGCAAAGGGGACCTTGCTGTCAGGCTGGAGAC
TAACTACTTTCATGAACAGTGTCTTGAACTACATATACACAAGGATGATCGCACGTGATCAACTGGTTCA
TAAAGGAAGTCTGCACAACGGAGACGATGTCT

TGCTGTCAGGCTGGAGACTAAGTATGAGTGGGGAAAACAGAGGGCCATTTACGGGACCGACGTCACCA
GCTACGTTCTGTCCCACTTTGCATTTTACAACTGTGAAAACGTGCTGCCAAACCAGTTCCCAGTCGGAAG

CGACGCCTCCGAAGCGAACGTGATCAACAGGGTCTCAGCTACGATAGCAGATAAATCGCCATTCTGCCT
AGACTTTGAGGATTTCAACAGCCAACATAGCGCAAGTAGCATGGCCGCCGTGATACACGCGTACATAGA
CACGTTCAGGTTAACGCTGACGGAGGAGCAAATCCAAGCAGCACTGTGGACAGCAGAATCAATAGCGA
ATCAAGTCATCCACGACAACGTCGGCCTCAAACAAGTCTACGAAGCTAGAGGAACCCTGCTCTCAGGAT

GGCGGCTCACCACGTTCATGAAAGTAGTTAGTCTCCAGCCTGACAGCA

TGCTGTCAGGCTGGAGACTAAAGGTACATTGAGGATCGCGTCCAATTATTGGAACTATCCCTATGTCTT
GAGGTACAACGCCAATGACCGAGAAGCAGCCACATTCTACTACTCTCACTTGT T TGGCAGAGCGGGACA
GAGTGCCCTAAATGTCGACGTCGTACTCCCGGCTCTAGATGTTGCTCAATTATCTCTAGACCCGATCGGC
GGTATAGTCAGAGGGTTCTTAGATCCAGACGCTTTGCCATGGACTAAACCGGACCTGATCTGGATGTGG
ATCAAGGATTACGTCGAATTGAACAGGTTGGAGACAGCTTTCGCCGCTGCTTTCGAAACCATGAGTGCT
ATAGCTTGCCAACCGCTGCCATCTTACCAGGAAAGCGCCCACTGGGATAGAGCTTCGATCCAATTGACA
TTGACACCATTCTCACCTACCAGAGCTAGGATACCCAGCAATCTGGAAGGAGAACGCTACGTTAATGAC
ACTAATGCACATGACTTCATACTGGCTGAAACGACATCCCCCAGGTCGTATATGCTCACGGCGGCAGTT
ATGAATTACATGGTATGGGTGGGTCTGTACGGTCTAGTCATGAATTACACGGCTGACAAGTCAAACTGG
CTCAACACCTTCAGAGCAGCGGACAACGAAATGTCAGTGTTGCGTGAGGTCCATGCCCGAGCAGCCATT
CTCAGCTACTTAGTCTCCAGCCTGACAGCA

GATTCTGAAGTCCATTCAGCATATATCGGGGGAAACAGATCAGCGTACTACGCGGCTATGGATAACTTG
ATAGGTGGCGTAGTCAGACCGACAGCTCTGAGCTTTACTTTCGCGGTTGCTGAGATACACGATTACGAC
TACTGGTTACCTTGCTCTGAGTACTCTCTTAACCCGGATGCGGCGAGGAGAACCAACTCAAGGGCTTGG
AGTGCAGTGGTGCCGGTGACAAAGGCCTTCGGGAGCGTGAAAGAGTGGGATCTGCCTGTATCTAAGGT
GACAGCTCAACACCATGTACACTACAACATTAGAGAAGTAGCATTGGCGCTGGCGTCTGTGCGGGTAG
GCGAGGTGAACATCTGCAGGAAGCTGAAAGCAATGACAGGGATGCATCAGTCGGCACTTGCTGGATTC
TTGCTGTGGTTGAATTCACTGTCACACGAGTTGATGTCCTTAGTTGACAGGTTTGGCTGCTGGGACGAG
CACGACATATCGACGCTGGCTAAACACCTTAAAGCCGACGTCAGGAGGACCAAGCTCATGCAAAACAAC
TACCCGACTAGCCTGCTCCCTTTGTTCGAAGCTGACGTTCTGGTTAACCGCGGTGTAGGCGGTGCTGAAT
GGACTTCAGAATC
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8. Secuencias obtenidas a partir de los dsRNAs de X. dendrorhous M13-3

GAAGATTTCAACAGTCAACATAGCGTGTCGTCAATGAAGGCAGTAATCTATGCTTACGGTGATGTATAC
AGGCAGGTGTTCACAGAGCAGCAACTGGAAGCTCTGGCATGGACAGCTGAATCATTAGATGACGTATC
AGTTAACGATAATGTAGGGCTCAAACAAACGTACAAATCGAACGCGACGCTATTATCGGGCTGGAGGT
TAACGACATGAAGATTTCAACAGTCAACATAGGGCTGGAGGTTAACGACATGAAGATTTCAACAGTCAA

CATAGGGCTGGAGGTTAACGACAT
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