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RESUMEN

1.a identificacién molecular de hongos se basa principalmente en la comparacién
a nivel de secuencia nucleotidica de regiones del DNA ribosémico. Entre, las regiones
més utilizadas estan los espaciadores transcritos internos 1y 2 (ITS1 e ITS2) incluyendo
la regién conservada 5.8S y los dominios D1/D2 del rDNA 268. Estos marcadores han
mostrado buenos resultados en identificacién de levaduras, no obstante en muchos casos,
estos marcadores no han mostrado suficiente nivel de resolucion para la identificacion
de levaduras a nivel de especie. Debido a esto, constantemente se estd en la biisqueda de
marcadores moleculares con mayor nivel de resolucion taxonémico. Un candidato es el
gen mitocondrial citocromo oxidasa 1 (COI), postulado como marcador universal en
organismos eucariontes, el cnal ha sido muy poco utilizado en hongos. Ademds, el
fenotipo micocida (anteriormente Killer), corresponde a la capacidad de matar a otras
levaduras por medio de la produccién de toxinas proteicas. En algunos casos este
fenotipo es codificado por virus del tipo RNA de doble hebra (dsRNA). Este tipo de
virus se encuentra en una amplia variedad de levaduras y hongos filamentosos, o posee
ciclo extracelular, coevolucionando con su hospedero y no siempre est asociado a algiin
fenotipo “killer”. Tanto la actividad micocida como la presencia dsRNAs, han sido

postulados como herramientas adicionales en tipificacién de levaduras.




El objetivo del presente trabajo fue evaluar la wtilidad del gen COI en
identificacion de levaduras y evaluar la utilidad de los perfiles de actividad micocida y
los perfiles de dsRNA en tipificacién de levaduras. Se analizaron bioinformaticamente
las secuencias aminoacidicas de COI de levaduras y hongos filamentosos disponibles en

_la base de datos, y se disefiaron partidores degenerados que amplificarian regiones
conservadas de este gen. Ademas se evaluaron los partidores lamados Uni-minibar
(descritos previamente) que se ha demostrado que amplifican wna region denominada
minibar dentro del gen COI en diversos organismos. También, se analizaron los perfiles
de actividad antimicrobiana de las diferentes especies de levaduras y su contenido de
dsRNAs.

No se obtuvo resultados satisfactorios con los distintos partidores degenerados
disefiados por nosotros, pero al evaluar los partidores Uni-minibar se logré obtener
amplicones para las 21 especies de levaduras analizadas, pertenecientes a 12 géneros
distintos. Esta region presenté una mayor resolucion taxonémica en comparacién a los
espaciadores transcritos internos y fue similar a la obtenida para los dominios D1/D2 del
rDNA. Ademds, este marcador logré diferenciar especies de levaduras pertenecientes a
los géneros Cryptococcus, Mrakia, Rhodotorula y Leuconeurospora que no se habian
logrado diferenciar anteriormente, detectando diferencias intraespecificas. Por otra parte,
los perfiles de dsRNA y de actividad micocida fueron utiles para diferenciar las
levaduras pertenecientes a estos géneros ya que estas presentaron diferentes perfiles,
para ambos marcadores. Especificamente, se logré diferenciar la levadura M
psychrophila de las restantes de su género y también se diferenciaron dos aislados

identificados previamente como R.glacialis. Todos estos resultados sugieren que las 3




aproximaciones evaluadas en este irabajo serian ttiles para tipificar levaduras, debido al
nivel de resolucién taxonémico que se observd para cada uno de ellos. No obstante esto

debe ser validado ampliando el mimero de levaduras analizadas.
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ABSTRACT

The molecular identification of fungi is mainly based on the comparison of
nucleotide sequences of ribosomal DNA regions. The most commonly used regions are
the internal transcribed spacer 1 and 2 (ITS1 and ITS2) including the conserved region
5.8S, and the D1/D2 domains of the 26S rDNA. These markers have shown good results
for yeasts identification, however in many cases and with the increase of new species
described from different environments, these markers have not shown enough resolution
level for their identification. For that, there is a constant searching for markers with
higher molecular taxonomic resolution. A candidate is the mitochondrial gene
cytochrome oxidase 1 (COI), which has been postulated as universal marker for
eukaryotic organisms, however few investigations have been made in fungi kingdom.
On the other hand, the micocide phenotype (formerly Killer) corresponds to the ability
of kiiling other yeast species by production the proteic toxins, encoded by double
stranded RNA (dsRNA) viruses in some cases. These kind of viruses infected a wide
variety of yeast and filamentous fungi, have no extracellular cycle co-evolving with the
host, and not always are associated with a "killer" phenotype. Both, the micocide activity
and the dsRNAs presence have been proposed as additional tools in yeast typing.

The aim of this study was to evaluate the usefulness of the CO! gene in yeast
identification and evaluate the usefulness of micocida activity profiles and dsRNA

profiles in yeast typing. We analyzed the COI amino acid sequences of yeasts and




filamentous fungi available in the database, and designed degenerate primers to amplify
regions of this gene. We also evaluated the Uni-minibar primers (previously described)
which have shown to amplify a region called minibar within COI gene in several
organisms. Furthermore, we examined the antimicrobial activity profiles of different
yeast species and their content of dsRNAs.

No successful results were obtained with the degenerate primers designed by uvs,
but amplicons were obtained for 21 yeast species belonging to 12 different genera using
the Uni-minibar primers. This region showed a higher taxonomic resolution compared to
the internal transcribed spacers and was similar in relation to D1/D2 domains of the
rDNA. In addition, this marker was able to differentiate yeast species belonging to the
Cryptococcus, Mrakia, Rhodotorula and Leuconeurospora genera that had not been
previously differentiated, detecting intraspecific differences. Moreover, dsRNA and
micocide activity profiles were useful for differentiating yeast belonging to these genera
because they showed different profiles for both markers. Specificaily, these profiles
were able to differentiate the yeast Mrakia psychrophila from the other ones and also
two isolates previously identified as Rhodotorula glacialis.

All these results suggest that the three approaches evaluated in this study would

be useful to typify yeasts. However this must be validated by increasing the number of

analyzed yeasts.
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INTRODUCCION

Un aspecto clave deniro de cualquier investigacién sobre microorganismos
ambientales, es la identificacién y tipificaciéon de estos. En taxonomia molecular de
hongos los marcadores mas utilizados son los espaciadores transcritos internos (ITS) y
los dominios D1/D2 de la subunidad mayor del ribosoma. Como se discute mds
adelante, debido a las limitaciones de ambos marcadores, se ha postulado al gen
mitocondrial citocromo oxidasa 1 (COI) como marcador molecular para identificacion
de eucariontes, pero no se ha analizado su utilidad en levaduras. En este trabajo, se
evaluard la capacidad de este marcador en la identificacion molecular de levaduras
antarticas y también se analizard otros marcadores propuestos en tipificacion de

levaduras como los son la produccién y/o sensibilidad a antimicrobianos y Ia presencia

de elementos genéticos extracromosomnicos.

Taxonomia de levaduras

El sistema de clasificacion conminmente utilizado para la identificacion de
levaduras se basa en el analisis de caracteres fenotipicos y criterios fisioldgicos, tales
como la fermentacién y la asimilacion de sustratos (Kurtzman, 1994). Posteriormente,
con el desarrollo de la microscopia elecirénica de transmision se describieron las fases
levaduriformes de Ascomicetes y Basidiomicetes, logrando distinguir las fases sexuales
(teleomorfas) y vegetativas (anamorfas). Este hallazgo puso en evidencia los distintos

estados de los ciclos de vida de las levaduras, que no eran distinguibles a través de la




sistematica clasica. Por lo tanto ya no sélo se consideran las caracteristicas fenotipicas
para la clasificacion, debido a que dos levaduras de una misma especie son nombradas
de distinta forma dependiendo del estado del ciclo de vida en que se encuentren (Orbers,
2009). Oftro criterio de identificacién y clasificacidon de levaduras son las pruebas
fistolégicas (asimilacién de compuestos nitrogenados, requerimientos vitaminicos,
resistencias a cicioheximida y termotolerancia) y bioquimicas (electroforesis de
proteinas, analisis de los patrones de jsoenzimas, ntimero de unidades de isopreno en la
coenzima Q, y cromatografia de 4cidos grasos de cadena larga de la pared celular), sin
embargo, estas han demostrado ser poco reproducibles al depender de las condiciones de
cultivo y del estado fisioldgico de las cepas al momento del analisis (Esteve-Zarzoso y
Cols., 1999). Debido a estas dificuitades, se han desarrollado otros métodos de
identificacién basados en técnicas moleculares que tienen un mayor nivel de resolucion

taxondmico y que permiten complementar los métodos convencionales de identificacion

antes mencionados.

Identificacion Molecular de levaduras

Los DNAs ribosdmicos son una herramienta taxonémica poderosa ya que son
altamente conservados y se encuentran en la mayorfa de las células, siendo ampliamente
utilizados en identificacién molecular. En hongos, los genes ribosémicos son zonas
repetitivas en el DNA que en algunos casos varfan entre 100 y 200 copias de esta region
en el genoma (Srivastava y Schlessinger, 1991). Cada unidad repetitiva tiene una
extension de entre 8 y 12 kb y se subdivide a su vez en diferentes regiones. Los andlisis

de esta regién han revelado zonas altamente conservadas como son la regién 185, 5,88 y




268, y otras zonas variables como lo son los espaciadores transcritos internos ITSI ¢
ITS2. Dentro de la zona 268 se ha descrito una region llamada dominio D1/D2, que ha
demostrado ser #fil para identificar especies (Guadet y cols., 1989), ya que ambos
dominios presentan un gran polimorfismo a nivel de secuencia nucleotidica. Este
marcador es el més utilizado en identificacién molecular de levaduras debido a que
permite diferenciar levaduras a nivel de género y especie. Otro marcador que es muy
utilizado en identificacién molecular de levaduras, corresponde a los espaciadores
transcritos internos (ITS), que son dos zonas hipervariables no codificantes que flaquean
a la regién 5.8S del rDNA. Andlisis de secuencia de esta regién han sido utilizados en
identificacion de levaduras que son muy cercanas filogenéticamente. Si bien existen
varios trabajos en donde se han utilizado esta regién para identificar aislados
ambientales de levaduras (Romo y Cols., 2010; Ferreira y Cols., 2010; Nagabama y
Cols., 2001), aun asi existen casos en los cudles no es posible identificar correctamente
aislados atilizando anélisis de secuencias de esta regién.

El nivel de resolucién de este marcadores ha sido evaluado tanto para las
levaduras Ascomicetes (Kurizman y Robnett, 1998) como Basidiomicetes (Fell y cols.,
2000). Estas investigaciones demuestran que la mayoria de las especies estudiadas
pueden ser identificadas a través del anilisis de secuencia de los dominios D1/D2, pero
al igual que la regién ITS existen especies que no pueden ser identificadas utilizando
esta aproximacion. En un trabajo publicado por Scorzetti y colaboradores en el afio 2002
se compard la capacidad de identificacion de ambas regiones para 450 cepas de 250
especies de levaduras. Como conclusion se obtuvo que ambos métodos son

complementarios entre si, y si bien Ia regién ITS es mas variable, existen casos en que




especies estrechamente relacionadas fueron identificadas utilizando los dominios D1/D2

(Carrasco y cols., 2012).

“DNA Barcoding”

El “DNA barcoding” es una iniciativa que busca encontrar un marcador
genético universal para identificar organismos eucariontes a nivel de especie, debido a
Ias limitaciones de los métodos clasicos de identificacién. Se han realizado numerosas
investigaciones que han abordado la pregunta: ;Existe un marcador genético universal
que sea capaz de identificar organismos a nivel de especie?. La pregunta ain sigue
abierta, pero la comunidad cientifica ha propuesto en los tiltimo afios la utilizacion del
gen que codifica para la enzima citocromo oxidasa 1 (COI) como este posible marcador
universal. La identificacion de especies utilizando este marcador se basa en la
amplificacién, purificacién, secuenciacion y andlisis nucleotidico de una region de 648
pb de este gen. Este marcador ha sido utilizado en identificacién de eucariontes
superiores y se ha evaluado su capacidad de identificacién en peces (Ward y cols.,
2005), mamiferos (Hajibabaei y cols., 2007), aves (Hebert y cols., 2004) y varios
artropodos (Hajibabaei y cols., 2006). Si bien no existen gran cantidad de publicaciones
relativas al uso de este gen para identificacién de hongos, Seifter y colaboradores
(Seifter y cols, 2006) analizaron el nivel de resolucién taxonémico de este gen con
respecto a los espaciadores transcritos internos, para distintas espeéies pertenecientes al
género Penicillium, encontrando que estc marcador posee un nivel de resolucién

taxonémico superior a los espaciadores transcritos internos y demostraron que las




variaciones nucleotidicas intraespecificas para este gen son minimas. Ademads,
reportaron presencia de intrones en sélo 2 cepas de las 370 analizadas.

Por oftra parte, Meusnier y colaboradores (Meusnier y cols., 2008) analizaron las
secuencias del gen COI disponibles en la base de datos del NCBI y calcularon el largo
minimo de secuencia nucleotidica suficiente para identificar organismos a nivel de
especic. Derivado de este andlisis, se desarrollaron partidores “universales” que
amplifican una regién de 130 pb del gen COI para diferentes grupos taxonémicos. Ellos
demostraron que esta regién de 130pb tienen una resolucion taxonémica suficiente para
la identificacién a nivel de especie de las diferentes taxas que ellos analizaron,
incluyendo hongos y levaduras. Estos resultados sugieren que el marcador COI podria
ser 1til en la identificacién molecular de levaduras. En este trabajo se evaluara la
capacidad de diferenciacién de este marcador, tanto de aislados que se lograron
identificar con los marcadores moleculares convencionales como también lo que no se
lograron identificar. Ademds se ampliara la escasa informacién de citocromos oxidasas

de hongos disponibles y servird como punto de partida para futuras aplicaciones de este

marcador en identificacién molecular de levaduras.
Perfiles de actividad antimicrebiana como herramienta en tipificacion de levaduras

Si bien los marcadores moleculares son capaces de identificar levaduras a nivel
de especie, estos han demostrado ser poco resolutivos para diferenciar cepas de
levaduras que pertenecen a una misma especie. Es por esto que se han propuesto la

utilizacién de perfiles de sensibilidad a micotoxinas como marcadores fisiolégicos,




capaces de detectar diferencias intraespecificas entre diferenies aislados. Este método de
identificacién se basa en el mecanismo de accion de diferentes toxinas, en donde la
unién especifica entre la micotoxina y su receptor de membrana es necesaria para la
accién de ésta (Golubev, 2006). Basado en esta racionalizacion Golubev plante6 que los
perfiles de sensibilidad de actividad micocida podrian tener relevancia taxonémica, ya
que levaduras cercanas filogenéticamente probablemente tendrian composicion de
membrana similares y por lo tanto espectros de sensibilidad a micotoxinas parecidos.
Ademés, se ha descrito que algunas cepas de levaduras son capaces de secretar sélo una
toxina killer, mientras que otras producen varias toxinas con diferentes especificidades
(Schmitt y Breinig, 2002). Buzzini y colaboradores en el afio 2007 evaluaron los
espectros de sensibilidad de distintas micotoxinas sobre diferentes levaduras
ambientales, clinicas e industriales v evaluaron la resolucién de este método en
tipificacién de levaduras (Buzzini y cols., 2007). Se determiné que este método de
tipificacién fue mas resolutivo que lo métodos moleculares de tipificacién de levaduras
para el grupo de levaduras con las que se trabajo.

El fenémeno “Killer” o micocida fue descrito por primera vez en la levadura S.
cerevisiae, demostrandose que las toxinas producidas por esta levadura son codificadas
por elementos citoplasmaticos de RNAs de doble hebra (dsRNA) asociadas a particulas
tipo virus (VLPs) (Makover y Bevan, 1963). Las micotoxinas son glicoprotefnas o
proteinas de bajo peso molecular, producidas por algunas levaduras, las cuales matan
células scnsibles de ofras especies de levaduras del mismo género o cercanas
filogenéticamente (Marquina y cols., 2002). La producciéon de micotoxinas se ha

descrito en levaduras de diversos géneros, como: Candida, Cryptococcus,




Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia,
Saccharomyces, Ustilago, Torulopsis, Williopsis, Aurecbasidium y Zygosaccharomyces.
Fste es un campo activo de investigacién, ya que cada cierto tiempo se reporta el
descubrimiento de nuevas toxinas (Guo y cols., 2012; Bajaj y cols., 2012; Buzdar y
cols., 2011; Comitini y cols., 2011; Santos y cols., 2011). A pesar de la gran cantidad de
informaci6n sobre micotoxinas que se ha publicado, existe poco conocimiento acerca de
levaduras psicréfilas “Killer” y sus micotoxinas adaptadas a bajas temperaturas.
Recientemente, se reporté la existencia de una nueva micotoxina adaptada a bajas
temperaturas producida por la levadura Mrakia frigida, aislada desde la antartica (Hua y
cols., 2010). Sin embargo, aunque esta publicacion corresponda al Unico reporte sobre
este fenémeno, incentiva a evaluar la produccién de micotoxinas por nuestra coleccion
de levaduras aisladas desde el territorio Antartico chileno y a analizar si Ia produccién
de micotoxinas es una forma de competencia entre levaduras en estos habitats.
Considerando estos aspectos, evaluaremos en este irabajo los diferentes perfiles
de sensibilidad a micotoxinas de las levaduras antarticas que hemos aislado.
Realizaremos ensayos cruzados de actividad micocida, los cudles nos ayudarin a
diferenciar aislados que no se lograron identificar mediante los métodos convencionales
(fisiolégicos y moleculares). También, se realizardn ensayos de actividad antibacteriana
contra diferentes especies de bacterias, tanto Gram (-) como Gram (+) y se analizard la
utilidad de estos perfiles de actividad antibacteriana, como herramienta de tipificacién
de levaduras al igual que los anslisis de actividad micocida. Ademéds, debido al
incremento de los microorganismos resistentes a los antibacterianos comerciales

disponibles, se hace necesario buscar y evaluar nuevos compuestos con actividad




antibacteriana. Los hongos son una gran fuente de metabolitos secundarios para la
industria farmacéutica, pero se han realizado pocos estudios en donde se haya evaluado
la produccién de antibacterianos por levaduras con especificidad hacia bacterias. En este
trabajo se evaluard la produccién de antibibacterianos producidos por levaduras
psicrofilas aisladas desde la Antértica, ya que algunas corresponden a especies no

descritas con anterioridad y por lo tanto podrian secretar muevos antibacterianos de

interés farmacéutico.
Elementos genéticos extracremosémicos en levaduras

En levaduras existen tres tipos de elementos genéticos extracromosdmicos
(EGEs); el DNA mitocondrial, los plasmidos lineales de dsDNA y los RNAs de doble
hebra (dsSRNA). Por su importancia en la célula, el DNA mitocondrial es el de mayor
relevancia variando en tamafio desde 17,3 kb hasta 101,1 kb (Pfeiffer y cols., 2002). Los
plasmidos lineales de dsDNA se encuentran en el citoplasma de diferentes especies de
levaduras, asocidndose su presencia a la produccién de micotoxinas (Gunge y cols.,
1981) pero en algunos casos su funcion es desconocida. Por otra parte, los dsSRNA son
EGEs citoplasmaticos que se han descrito como sistemas virales en diferentes levaduras.
Estos virus son considerados elementos genéticos cripticos y s6lo en algunos casos se
han asociado con algnin fenotipo del hospedero (Magliani, 1997; Baeza y cols., 2012). Se
han descrito diferentes dsRNA citoplasmaticos en diferentes especies de levaduras, por
lo tanto es un fenémeno ampliamente distribuido pero hasta la fecha no se sabe la

funcién de la mayoria de estos elementos (Pfeiffer y cols., 2002). Como estos dsRNA




son elementos presentes en el citoplasma de las levaduras y sélo se transmiten
intracelularmente, se han propuesto como marcadores en tipificacion molecular de
levaduras (Maglianni y cols., 1997; Schmitt y cols., 2002; Buzzinni y cols., 2007;
Magueda y cols., 2010). La ventaja de este tipo de andlisis es que la presencia o
ausencia de los dsRNA no es dependiente del estado fisiolégico de las levaduras, a
diferenciar de los test bioquimicos. Ademas no es necesario conocer la secuencia
nucleotidica de los diferentes dsRNA, sino que so6lo es necesario obtener los perfiles a
través de geles de agarosa. Por estas razones y debido a que lo marcadores utilizados en
trabajos previos no lograron diferenciar varios aislados obtenidos, es que se obtendran
los perfiles de dsRNA para todas las levaduras previamente identificadas y se evaluard la
capacidad de diferenciacién que tiene este tipo de anlisis con aislados ambientales.

En trabajos previos realizados por nuestro grupo, se analizé la diversidad de
levaduras aisladas desde muestras de suelo y de agua obtenidas desde la isla Rey Jorge
perteneciente al territorio antértico. Los aislados obtenidos fueron caracterizados a nivel
macro vy micromorfologico e identificados a través del andlisis de secuencias del
espaciador transcrito interno, y de los dominios D1/ D2 de la subunidad mayor de rDNA
ribosémico (Carrasco y cols., 2012). Utilizando ambos marcadores se logré identificar
21 levaduras a nivel de especie, de los 26 aistados con los que se trabajo.

Las levaduras Cryptococcus sp, Metschinikowia sp y Mrakia sp no se lograron
identificar a nivel de especie usando las secuencias ITS y D1/D2, ya que estos
marcadores no presentaron variabilidad suficiente para diferenciar entre las distintas
especies dentro de estos géneros de levaduras. Por lo tanto, estos tres aislados no

identificados pueden corresponder a alguna especie descrita dentro de sus géneros, 0




bien pueden corresponder a una especie nueva (Carrasco y cols., 2012). En particular, Ia
sistematica dentro de &l género Mrakia, se encuentra constantemente en revisién, ya que
en trabajos anteriores se ha demostrado que las levaduras M. nivalis y M. Jrigida y por
otra parte las levaduras M. stokesii y M. gélida poseen 100% de identidad para Ia region
ITS, no lograndose diferenciar entre ellas a través de ésta (Diaz y Fell, 2000). Ademas,
se ha demostrado que Ias secuencias de los dominios D1/D2 para estas 4 especies tienen
100% de identidad de secuencia, siendo una caracteristica dentro de este género (Tomas-
Hall y cols., 2010).

Por otra parte, dos aislados se identificaron como la levadura Leuconeurospora
sp utilizando ambos marcadores. Sin embargo, ambas levaduras poseen caracteristicas
macromorfologicas diferentes entre si, sugiriendo que corresponden a levaduras distintas
(Carrasco y cols., 2012). Debido a la pobre resolucién taxénomica de Ia region ITS y
Jos dominios para la identificacién de estas levaduras, es necesario evaluar ofro

marcador molecular para identificacién de levaduras que complemente a los marcadores

moleculares convencionales.
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Hipétesis

Mediante el uso de COJ se podran identificar levaduras antdrticas a nivel de especie y

utilizando anslisis de EGEs y actividad antimicrobiana se podrén tipificar levaduras que

no se lograron diferenciar con otros marcadores.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales

. Evaluar Ia utilidad del gen COI para la identificacién de levaduras antarticas y
evaluar la utilidad de los perfiles de actividad antimicrobina y existencia de

dsRNAs en tipificacion de levaduras aisladas desde Ia Antértica.

Objetivos especificos

. Evaluar Ia utilidad de distintas regiones dentro del gen COI en identificacién de

levaduras.

. Analizar la actividad antimicrobiana de los aislados antérticos contra bacterias y

levaduras antarticas.

. Determinar la existencia de EGEs del tipo dsRNA en levaduras antdrticas.

12




2. MATERIALES Y METODOS
2.1.Materiales
Acidos nacleicos. Como marcador de peso molecular se utilizo el marcador 1kb y el
marcador de peso molecular 100 pb, ambos adquiridos de New England Biolabs.
Kits. Para la extraccién de DNA gendmico total se utilizé el “Wizard Genomic DNA
Purification kit” adquirido de Promega.
Reactivos Quimicos. Los componentes de los medios de cultivo o reactivos quimicos
puntuales, se adquirieron de Sigma Chemical, Merk y Difco Laboratorios. El antibidtico
ampicilina fue adquirido de Sigma.

Cepas. Las levaduras y bacterias utilizadas en este trabajo se muestran en latabla 1.

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

manual de Sambrook y Cols. (2001).

Medio de enltivo: Para preservar y crecer levaduras se utilizd el medio de cultivo
YM (0,3 % extracto de levadura, 0,3 % extracto de malta y 0,5 % peptona)

suplementado con 2 % p/v de glucosa. Para la forma semisdlida se adicioné agar

microbiolégico (Oxoid) al 1,5 % p/v.
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Anilisis bioinformsdtico y disefio de partidores degemerades: Se descargaron las
secuencias aminoacidicas de hongos para el gen COI disponibles en la base de datos del
Centro Nacional de informacion Biotecnoldgica de Estados Unidos (NCBI). A través del
programa Geneious Pro 5.4.5 (Biomatters, Auckland, New Zealand) se alinearon las
secuencias descargadas, identificando zonas aminoacidicas conservadas adecuadas para
el disefio de partidores. Se escogieron diferentes zonas conservadas para el disefio de
partidores degenerados, que presentaran al menos un 50% de similitud aminoacidica
entre todas las secuencias alineadas. Luego, se realizé traduccién reversa in silico de
todas las regiones aminoacidicas y a continuacién se disefiaron las secuencias
nucleotidicas reversas complementarias a cada una de ellas. Utilizando este
procedimiento se disefiaron 24 partidores degenerados, evaluandose in silico su
complementariedad con respecto a las secuencias nucleotidicas de genes COI de hongos
disponibles. A través de este andlisis se seleccionaron & partidores que amplificaran
regiones entre 200 y 900pb del gen COL Los partidores disefiados y sus caracteristicas
se muestran en la Tabla 2.

Extraccion de DNA genémico: 30 ml de cultivo en fase exponencial fueron
centrifugados a 7.000 g por 10 min y las células se suspendieron en 5 ml de buffer TE
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5). Alicuotas de 300 pul se mezclaron con 250 pl
de microesferas de vidrio de 0,5 mm de dimefro y se agitaron en vértex por 10 min.
Posteriormente se utilizo el kit “Wizard Genomic DNA Purification” (Promega), para la
extraccion de DNA genémico de cada aislado de acuerdo a las instrucciones del

fabricante. Las muestras de DNA fueron analizadas en geles de agarosa, para verificar

concentracion y calidad de €ste.
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Tabla 2. Partidores

Nombre Partidor Secnencia
COI-5prima2F 5-MGNTTRAAYAAYATYWSNTTY-3’
COIDPLF 5. WSNACNAAYGCNAARGAYATH-3*
COIDP4 F 5 WSNGTNGAYYTNGCNATHITY-3’
COIDP8 F 5 - TTYCAYTAYGINYINWSNATGGG-3’
COIDPSR 5. ACNGGNARNSWNARNARNARNAR-3"
COI-3primaZR 5" YAANACNGGYAANSWYAAYAA-3’
COIDP6R 5" AARAACCARAANARRTGYTGRTA-3’
COIDP4R 5"-RAADATNGCNARRTCNACNSW-3°
COI-5primalR 5. AANGGNGGRTANACNRKYCANCC-3”
Uni-MinibarR 1 5-GAAAATCATAATGAAGGCATGAGC-3'
Uni-MinibarF] 3. TCCACTAATCACAARGATATTGGAC-3'
MI13R 5. CAGGAAACAGCTATGAC-3’
MI13F 5. TGTAAAACGACGGCCAGT-3’
Se muestran los nombres, la orientacién (“fw” o “Rev”) y las secuencias nucleotidicas de los
partidores disefiados.

PCR y purificacién de amplicones: Las reacciones de PCR se realizaron en un
volumen final de 25 p siguiendo el siguiente protocolo: Se mezcld 1pl de DNA (aprox.
10 ng) con 24 ul de “mezcla de PCR” [2,5ul de buffer PCR 10X, 0,5 pl de una mezcla
de dNTP's (10 mM de cada uno), 2 u! de mezcla de partidores (25 pM de cada partidor),
1pl de MgClz (50 mM) y 0,5pd (1U) de Tagq polimerasa]; el volumen final se gjusté con
apgua libre de nucleasas. La amplificacién se realizo en un termociclador GeneAmp PCR
system 2700 (Applied Biosystem) bajo las siguientes condiciones: 95°C por 2 min,
seguido por 5 ciclos de 95°C por 1min, 46°C por 1min y 72°C por 30 seg. Luego se
realizaron 35 ciclos de 95°C por 1 min, 53°C por 1 min y 72°C por 30 seg, y finalmente
una etapa final de extensién a 72°C por 5 min. Los amplicones se separaron
clectroforéticamente en geles de agarosa al 1,0 y 1,5% en buffer TAE (44,5 mM Tris,

44,5 mM 4cido bérico, 1mM EDTA, pH 8.0) que contiene bromuro de etidio (0,5 pg/ml)
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y se fotografiaron en un transiluminador-UV. Los tamafios de los amplicones se
estimaron en relacion a los marcadores de peso molecular 100 pb y 1 Kb, usando el
programa Kodak 1D Science (Kodak scientific Image System). Los amplicones se
purificaron mediante el kit “UltraClean DNA Purification” siguiendo las
especificaciones del proveedor.

Clonamiento de los p;'odnctos de PCR en pBlueScrip: Los amplicones obtenidos con
los partidores minibar fueron purificados desde geles de agarosa, y amplificados
nuevamente utilizando la enzima Pfu Taq polimerasa (Fermentas). Finalmente los
amplicones fueron purificados desde geles de agarosay ligados al vector pBluescript SK.
(+) digerido previamente con EcoRV, mediante la enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen).
Esta reaccién de ligado fue dializada y utilizada para transformar por electroporacion
células de E.coli DH5a. Los clones positivos fueron seleccionados mediante resistencia
a ampicilina e incapacidad de degradar Xgal. Ademds, estos clones positivos se
verificaron a través de PCR de colonia y posteriores reacciones de PCR utilizando como
molde DNA plasmidial aisiado desde cada clon y empleando los partidores MI13 y Uni-
minibars.

Secuenciacién antomética de DNA y anmdlisis de datos: Se utilizé el servicio de
secuenciacion de Macrogen Inc (Seiil, Corea). Los datos de secuencias se analizaron en
el programa BioEdit Sequence Alingment Editor versién 7.0.5.2 (Hall, 1999), los
alineamientos de secuencias se realizaron en el programa Clustal W (Thompson y cols.,
1994) que viene incorporado dentro del programa MEGA version 5.0 (Tamura y cols.,

2011) a través del cual se realizaron los cladogramas.
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Obtencitén de proteinas extracelulares totales: Cultivos celulares de 500 ml fueron
centrifugados a 7.000xg por 5 min a 4 °C y el sobrenadante fue filtrado a través de una
membrana de fluoruro de polivinilideno de 0,45-mm (Millipore). Al sobrenadante se
adiciond etanol a 75% v/v y se incubd en hielo por 1 hora. Posteriormente, las muestras
fueron cenirifugadas a 10000xg por 15 min y el pellet de proteinas fue suspendido en 4

mi de agua. Las muestras fueron almacenadas a 4°C hasta su analisis.

Andlisis 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 cultivo celular
(Bacterias o levaduras), el cual se vertié sobre una placa de Petri y se incubl a
temperatura ambiente hasta que gelificara. Sobre estos césped se sembraron las
levaduras a ensayar y se confecionaron pocillos de Icm, en los cuales se deposité 100p1
de extracto proteico. Una actividad antimicrobiana positiva se evidenci6 por la aparicion

de un precipitado de azul de metileno (halo de muerte) que les rodea (Baeza y cols.,

2010).

Extraccién de RNA total y andlisis enzimsaticos: Los “pellet celulares” (0,1 g) fueron
lavados dos veces con 1ml de buffer TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0), y se
resuspendieron en 0,4 ml de TE. Se adicion6 250 pl de perlas de vidrio de 0,5mm de
didmetro (BioSpec Products, Inc.) y 0,4 mi de fenol 4cido (equilibrado con 50mM de
acetato de sodio, pH 4.0). Esta mezcla se agit6 por 1,5 minutos en el equipo “Minibead

beeter” (Biospec), y luego se centrifugd a 14.000 g por 20 min. La fase acuosa fue
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extraida con 1 volumen de fenol acido, v dos veces con un volumen de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1). Los RNAs fueron precipitados desde la fase acuosa
adicionando dos vohimenes de isopropanol e incubacion a -20°C por 2 h. Las muestras
se centrifugaron a 14.000 g y los RNAs fueron resuspendidos en 20 pl de agua libre de
nucleasas. Las muestras de RNA fotal fueron tratadas con DNasal y Nucleasa Si
siguiendo protocolos estandar (Routhier y Bruenn, 1998; Xie y cols., 2006) y analizadas

en geles de agarosa al 1%.
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3. Resultados

3.1 Amplificacién, purificacion y secuenciacién de regiones dentro del gen COI
Para evaluar la utilidad de los partidores degenerados disefiados en este trabajo
para amplificar especificamente parte del gen COI desde distintas levaduras se utilizd
como molde el DNA gendémico aislado desde Ia levadura de coleccion, S.cerevisiae c288
(Ascomicete) y desde la levadura S. salmonicolor (Basidiomicete), aislada desde la
Antartica. Como se observa en la figura 1 al amplificar DNA gen6émico de Ia levadura S.
cerevisiae (carriles 1-16), no se abservan bandas del tamafio esperado (200 a 900 pb).
Sin embargo, se observan numerosas bandas (entre 0,1 y 1,2 Kb) en los carriles 4, 8, 12
y 16, que corresponden a reacciones de PCR realizadas con el partidor COI-3prima2R y
diferentes partidores “forward”, Por otra parte, al amplificar DNA de la levadura S
salmonicolor se obtuvo un amplicén de aproximadamente 400 pb en los carriles 18, 22,
26 y 30. Se evalué la reproducibilidad de estas parejas de partidores para amplificar
DNA genémico de otras 6 especies levaduras, pero en algunos casos no se obtuvo
amplicones y en otros se obtuvo bandas de tamafio no esperado (datos nos mostrados).
Sin embargo, el amplicén de 400 pb obtenido al ampificar DNA genémico de la
levadura S.salmonicolor, fue purificado y posteriormente secuenciado. Los resultados
del andlisis de Blastx realizado indican que esta secuencia nucleotidica presenta

similitud con una proteina de union a actina (Ntimero de accesién: EGU13558.1).
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Figura 1: Amplicones obtenidos a través de PCR con los partidores degenerados disefiados. En
esta fotografia se muestran un gel de agarosa al 1,5% en donde se separaron los diferentes
amplicones obtenidos. Se amplificé DNA de la levadura Ascomicete S.cerevisiae con las
siguientes parejas de partidores, 1: COIDPIF-COIDPSR, 2: COIDP1 F- COIDP6R, 3:
COIDPIF- COI-5primalR, 4: COIDP1F- COI-3prima2R, 5: COIDP4F- COIDPSR, 6:
COIDP4F- COIDP6R, 7: COIDP4F- COI-5primalR, 8: COIDP4F- COI-3prima2R, 9:
COIDPSF- COIDP5R, 10: COIDP8 F- COIDP6R, 11: COIDP8F- COI-5primalR, 12:
COIDP8F- COI-3prima2R, 13: COI-5prima2F- COIDPSR, 14: COI-5prima2F- COIDP6R, 15:
COI-5prima2F- COI-5primalR, 16: COI-5prima2F - COI-3prima2R. Los carriles 17-32
corresponden a reacciones de PCR con los mismos partidores, pero utilizando como molde DNA
gendémico de 1a levadura Basidiomicete S.salmonicolor.
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Se variaron las concentraciones de dNTPs, de DNA, de partidores, de fag
polimerasa, y se vari6 la duracion de las distintas etapas del programa de PCR, pero no
se logrd obtener amplicones al amplificar DNA genémico de distintas especies de
Ievaduras. Estos resultados sugieren que los partidores disefiados en este trabajo no son
buenos candidatos para su utilizacién en identificacion molecular de Ievaduras. Por lo
tanto, se evalué la uiilidad de dos pariidores descritos previamente en eucariontes
superiores y hongos filamentosos, los cuéles amplifican una regién de 130 pb del gen
que codifica para la enzima citocromo oxidasa 1 (COI) denominada minibar. Para esto,
se amplificé el DNA genomico a través de PCR con los partidores Uni-MinibarR1 y
Uni-MinibarF1, previamente descritos (Meusnier y cols., 2008). Se logré amplificar una
region que varié entre 130 y 250 pb (estimado desde geles de agarosa), logrando
reproducibilidad y rendimiento (Figura 2). Para 6 especies de levaduras se obtuvo
amplicones con una concentracién suficiente para ser secuenciados directamente. Las
restantes 15 especies no se lograron secuenciar directamente debido a Ias bajas
concentraciones obtenidas del amplicén, por lo cual fueron purificados y sometidos a
otra ronda de amplificacién. Los amplicones fueron clonados en el vector pBluescript
SK (+) y se transformaron en E.coli DH5a. A los clones positivos se les extrajo DNA

plasmidial y se secuenciaron ambas hebras, con los partidores del vector M13F y M13R.
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Figura 2: Amplicones de la region minibar del gen COI utilizando la pareja de
partidores Uniminibar. En esta fotografia se muestra un gel de agarosa al 1,5% en donde
se separaron los diferentes amplicones obtenidos utilizando los partidores Uni-

MinibarF1 y Uni-MinibarR1. 1-3: corresponden a diferentes especies de levaduras. M

marcador de peso molecular 100 bp.
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En el andlisis de las secuencias obtenidas se observo que todas alinearon en sus
extremos con la pareja de partidores utilizados. Sin embargo, en algunas secuencias los
partidores no alinearon completamente, ya que las secuencias nucleotidicas presentaron
cambios en una o mas bases con respecto a alguno de los partidores. Esto se puede
explicar, porque el protocolo de amplificacién utilizado (ver materiales y métodos) no es
estricto en la hibridacion de los partidores ya que se realiza a 42°C. Por esta razon, las
secuencias complementarias a los partidores fueron eliminadas de las secuencias
nucleotidicas finales para los analisis comparativos. Luego, estas secuencias fueron
sometidas a la biisqueda de homélogos en la base de datos del “National Center for
Biotechnological Information” (NCBI, USA) mediante el algoritmo Blastx. Los

resultados obtenidos con mayor cobertura y porcentaje de identidad se muestran en la

tabla 3.

En los resuitados obtenidos se puede observar que sélo cuatro levaduras
presentaron similitud de secuencia con citocromos oxidasas presentes en la base de
datos, con valores de identidad aminoacidica enire 67 y 77%. Por otra parte, 5
secuencias nucleotidicas traducidas a proteinas presentaron homologia de secuencia con
proteinas hipotéticas. También, 10 secuencias presentaron similitud con otras proteinas
que son similares funcional y/o estructuralmente a las proteinas citocromos ¢ oxidasas,
como: una protefna tipo lacasa que oxida cobre, una Ferritina/ Ribonocleotido reductasa
y con una prolina deshidrogenasa. Por uiftimo 2 secuencias no presentaron similitud con
ninguna proteina depositada en la base de datos. Todos estos resultados dan cuenta de la

poca informacién sobre citocromos oxidasas 1 de levaduras disponibles en base datos.
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3.1.1 Evaluacién del gen COI en identificacién de levadaras

Posteriormente, se alinearon todas las secuencias obtenidas de la regién minibar
dentro del gen COI a través de Clustal W (Thompson y cols., 1994) y se construyé un
cladograma con el fin de ilustrar las relaciones filogenéticas entre las levaduras con las
que se trabajé (Figura 3). Utilizando las misma aproximacién se alinearon todas las
secuencias obtenidas de Ia regién ITS y de los dominios D1/D2 del tDNA y se
construyeron los mismos tipos de drboles (Figura 4y 5).

Como se observa en el cladograma de la region minibar, las levaduras Cr.
gastricus y Cr. gilvescens quedaron agrupadas dentro del mismo clado, mientras que las
levaduras Cr. victoreae y Cryptococcus sp quedaron en otro grupo. Este hecho era
esperable ya que por andlisis de Blastx las levaduras Cr.gastricus y Cr.gilvescens
presentaron similitud de secuencia para la regién secuenciada con citocromos oxidasas
1, mientras que las otras dos presentaron similitud con otras proteinas. Al observar el
cladograma realizado para las secuencias ITS (figura 4), se observé que las levaduras
C.gastricus y C.gilvescens quedaron agrupadas dentro de un mismo grupo, en cambio
estas especies quedaron separadas en el cladograma realizado para las secuencias de los
dominios D1/D2 det tDNA. La levadura Cryprococcus sp quedo agrupada denfro de vn
mismo grupo con algunas de las especies del mismo género al utilizar los marcadores

ITS y los dominios D1/D2, pero se logrd diferenciar de las demds al utilizar Ia regién

minibar COL
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Por otra parte, todas las levaduras pertenecientes al género Mrakia quedaron
agrupadas en distintos clados dentro del cladograma de Ia region COI (figura 3), a
diferencia del cladograma de los espaciadores transcritos internos en donde fodas las
especies dentro de este género fueron agrupadads dentro de un mismo grupo (figura 4).
En cambio, en el cladograma realizado para los dominios D1/D2 del tDNA, las
levaduras M. blollopis y M psychrophila fueron agrupadas siempre dentro de un mismo
grupo, diferencisndolas de la levadura Mrakia sp que fue agrupada dentro de otro clado.
Las Ievaduras identificadas previamente como R.glacilis quedaron agrupadas dentro de
distintos clados det 4rbol tanto para la region minibar dentro del gen COI como para los
dominios D1/D2 del rDNA, demostrando la posible wtilidad del andlisis de estas
regiones para poder diferenciar ambas levaduras. En cambio los anlisis de Ia region ITS
no son ttiles para diferenciar ambas levaduras, ya que ambas quedaron agrupadas dentro
de un mismo clado. Por uitimo, los aislados pertenecientes al género Leuconeurospora,
que no se han lograron diferenciar a través los dominios D1/D2 y los ITS (figura 4 y 5),
quedaron agrupados en distintas ramas del cladograma de la regién minibar dentro del
gen COI Por lo tanto seria un marcador interesante de evaluar para poder diferenciar
aislados pertenecientes a este género de levaduras.

A continuacion, se realizé un anslisis comparativo de identidad nucleotidica para
determinar la similitud entre cada una de las secuencias COJ obtenidas y de esta forma
evaluar la utilidad de este marcador en identificacién molecular de levaduras. Este
procedimiento se realizd también para las secuencias nucleotidicas obtenidas para los
espaciadores transcritos internos (ITS) y los dominios D1/D2 del tDNA (Ver anexo).

Luego, se construyeron tablas comparativas para los tres marcadores moleculares

30




secuenciados, en donde se observan los porcentajes de identidad nucleotidica entre
levaduras pertenecientes al mismo género (tablas, 4, 5,6y 7).

Al comparar los valores de identidad de los tres marcadores moleculares entre
levaduras del género Cryptococcus, se observa que la regién minibar dentro del gen CO!
presenté valores de identidad nucleotidica mas bajos que Ios espaciadores transcritos
internos para las especies analizadas. Al comparar los valores de identidad nucleotidica
entre los dominios D1/D2 y la regién minibar se observan valores de identidad similares
para ambos marcadores. Sin embargo, los dominios D1/D2 del rDNA presentaron
porcentajes de identidad nucleotidica inferiores a la regién minibar (44 contra 99%),
cuando se compararon las levaduras Cr.gastricus y Cr.gilvescens. Por lo tanto, el
analisis de secuencia de la regién minibar dentro del gen COI seria 1itil para diferenciar
la mayoria de las especies de levaduras del género Cryptococcus con las que se trabajo.

Para las levaduras del género Mrakia se observé un patrén similar, en donde la
regién minibar dentro del gen COJ presenta valores de identidad nucleotidica inferiores
en comparacion a los ITS, para todas las especies analizadas. Sin embargo, los dominios
D1/D2 del tDNA presentan los valores méis bajos de identidad nucleotidica entre las
levaduras Mrakia sp y M.blollopis (41%) y entre las levaduras Mrakia sp y
M_psychrophila (40%). El analisis de secuencia para los dominios D1/D2 del tDNA de

las levaduras M.psychrophila y M.blollopis, indican que este marcador es 100% idéntico

para estas levaduras, por lo tanto no es el marcador molecular indicado para lograr

diferenciarlas. En cambio, el porcentaje de identidad de la regién minibar para ambas

levaduras fue solo de un 75%.
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Tabla 4. Identidad nucleotidica de secuencias entre los marcadores ITS, D1/D2 y region minibar
dentro del gen COI, para levaduras del género Cryptococcus.

Cr.sp Cr.gastricus Cr.victoreae
ITS |DU/D2] col | ITS [DI/D2] col [ 1TS [ DI/D2| COI
Cr.gastricus 72 87 48
Cr.victoreae 66 48 10 67 47 i
Cr.gilvescens| 73 48 49 100 14 99 62 77 52

Para cada caso se indica en rojo el valor més bajo de porcentaje identidad entre los tres marcadores para cada par de
levaduras. Cr.sp: Cryptococcus .sp, Cr.gastricus: Cryptococcus gastricus, Cr.victoreae: Crvptococcus victoreae,
Cr.gilvescens: Cryptococcus gilvescens.

Tabla 5. Identidad nucleotidica de secuencias entre los marcadores I'TS, D1/D2 y region minibar
dentro del gen COI, para levaduras de los géneros Mrakia

My.sp Mr.blollopis
its [pup2] cor | 1Ts [pip2| col
Mr.blollopis 97 41 65
M. psychrophila 97 40 67 99 100 75

Para cada caso se indica en rojo el valor mas bajo de porcentaje identidad entre los tres marcadores para cada par de
levaduras. Mr.sp: Mrakia.sp, Mr.blollopis: Mrakia blollopis, Mr.psy: Mrakia psychrophila.

Tabla 6. Identidad nucleotidica de secuencias entre los marcadores 1TS, D1/D2 y regién minibar
dentro del gen COI, para levaduras del género Rhodotorula

Rh.glacialisi Rh.glacialis2
1Ts [D/D2] col | 1Ts [DI/D2 ol
Rh. glacialis2 99 39 52
Rh.laryngis 70 80 54 70 16 59

Para cada caso se indica en rojo el valor mas bajo de porcentaje identidad entre los tres marcadores para cada par de
levaduras. Rh.glacialis|: Rhodotorula glacialis{, Rh.glacialis2: Rhodotorula glacialis2, Rh.laryngis: Rhodotorula
laryngis.

Tabla 7. Identidad nucleotidica de secuencias entre los marcadores ITS, D1/D2 y region minibar
dentro del gen COI, para levaduras del género Leuconeurospora

Leuco.sp?2
ITS I D1/D2 | Col
991 993

Leuco.spl 44.1

Para cada caso se indica en rojo el valor mas bajo de porcentaje identidad entre los tres marcadores para cada par de
levaduras. Leuco.spl: Leuconeurospora spl, Leuconeurospora sp2.
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Al realizar este andlisis en levaduras del género Rhodotorula se observa que los
dominios D1/D2 del rDNA y la regién minibar dentro del gen COJ, presentan valores de
identidad nucleotidica inferiores a los espaciadores transcritos internos para todas las
parejas de levaduras analizadas. Sin embargo, este marcador presenté valores de
identidad nucleotidica mayores a los dominios D1/D2 del rDNA (52 contra 39%)
cuando se compararon las secuencias de las levaduras R.glacialis 1 y R.glacialis 2, que
no se lograron diferenciar previamente utilizando los dominios D1/D2. Seria interesante
analizar la capacidad de diferenciacién de estas dos especies a través de la region
minibar, ya que existen muchas menos secuencias disponibles de citocromos oxidasas de
levaduras en relacion a la informacién de secuencias de dominios D1/D2, por o tanto al
haber una mayor cantidad de secuencias en la base de datos, el andlisis se dificuita y se
pierde capacidad de identificacion.

Por tiltimo al comparar los valores de identidad nucleotidica entre las levaduras
Leuconeurospora.spl y Leuconeurospora.sp2, observamos que la regién minibar dentro
del gen COI presenta el valor mas bajo de identidad nucleotidica (44%) en relacién a los
otros dos marcadores. Es més, los espaciadores transcritos internos de estas levaduras
presentaron un 99% de identidad nucleotidica y los dominios D1/D2 del rDNA un 100%
de identidad nucleotidica. Este resultado es muy interesante, ya que en trabajos previos
fue imposible determinar a través de marcadores genéticos si estas dos levaduras eran
diferentes, a pesar de que macro-morfologicamente eran muy distintos. En secciones
posteriores se discutird el alcance de estos resultados y Ia utilidad de Ia regién minibar

para identificacién molecular de levaduras en base a los resultados obtenidos.
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3.2 Actividad antimicrobiana

3.2.1 Analisis de actividad micocida

Se evalud la actividad micocida cruzada entre las 21 levaduras aisladas desde la
antartica, para determinar si esta es una forma de competencia entre cllas en ecosistemas
antarticos. Los céspedes fueron preparados en medio YM, suplementados con glucosa al
2% y azul de metileno al 1%. Precipitados de azul de metileno alrededor de las colonias
indican actividad micocida, ya que el azul de metileno es capaz de ingresar a las células
muertas (Figura 4B). Los ensayos de actividad micocida se realizaron a 10, 15 y 22°C,

de acuerdo a la temperatura 6ptima de crecimiento de cada levadura (Ver anexo).

A B

Figura 6. Actividad micocida de levaduras antarticas. Se ensayaron diferentes colonias
de levaduras sobre cepas sensibles, como se describe en materiales y métodos. A)
Especie de levadura que no produce halo de muerte. B) La flecha indica un halo de
muerte caracteristico producto del azul de metileno precipitado.
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Las levaduras C.sake y W.anomalus fueron las que presentaron los espectros de
actividad més amplios a 22°C (Tabla 8). Ambas especies presentaron actividad contra
todas las levaduras pertenecientes al género Cryptococcus que fueron ensayadas.
Ademds presentaron actividad sobre las levaduras S.salmonicolor, G.antarctica y
R.laryngis. La levadura C.sake present6 actividad sobre la levadura D fristingensis,
mientras que la levadura W.amomalus no present6 actividad contra esta especie. Los
ensayos realizados a 15°C muestran la misma tendencia, siendo las levaduras que
presentan los espectros mis amplios de actividad. Tanto las levaduras Clsake como
W.anomalus presentaron actividad contra las levaduras M.blollopis y Leuconeurospora
spl. Sin embargo, C.sake tavo actividad contra R.glacialis y no contra Mrakia. sp, al
contrario de lo que se observé con W.anomalus. A 10°C ninguna de las dos levaduras
presentaron actividad micocida contra cepas sensibles (Tabla 8). Esto puede ser debido a
que tanto las levaduras C.sake como W. anomalus presentan temperaturas dptimas de
crecimiento de 30°C, siendo 10°C una condici6n no favorable para el crecimiento de
estas y por ende para la produccién de metabolitos secundarios.

Por otra parte, las levaduras D. fristingensis y S. salmonicolor presentaron
actividad contra seis especies de levaduras a 22°C. A 15°C se observé que ambas
levaduras tenian solo una especie sensible sobre las que ejercian efecto antimicético
(Tabla 8), mientras que a 10°C ninguna de las dos levaduras presentaron actividad. La
levadura M bicuspidata presenté actividad contra cuatro cepas sensibles a 22°C,

mientras que a 15°C presentd actividad contra fres y a 10°C contra solo una.
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Las cuatro especies que pertenecen al género Crypfococcus exhibieron diferentes
petfiles de actividad micocida a 22°C. La levadura Crytococcus. sp presenté actividad
sobre las levaduras Ssalmonicolor, R.laryngis y sobre las levaduras C.gastricus y
C.gilvescens, que pertenecen a su mismo género. En cambio la levadura C.gilvescens
present6 actividad sobre las levaduras D.fristingensis, Rlaryngis v L. fragaria. La
levadura C.gastricus presenté solo actividad contra la levadura  Rlaryngis 'y
G.antarctica, mientras que cuando se ensayé C.victoreae se observé actividad micocida
sobre C.gastricus y L.creatinivora. A 15 y a 10°C las cuatro especies de levaduras
pertenecientes al género Cryptococcus no presentaron actividad micocida contra ninguna
de las especies sensibles.

Este fenémeno también se observé al realizar ensayos de actividad micocida de
las levaduras Mrakia spl, M.blollopis y M.psychrophila a 22°C. No se observé actividad
de las especies Mrakia sp y M.psychrophila sobre ningiin césped sensible cultivado a
22°C, mientras que la levadura Mblollopis presenté actividad sobre cinco especies
distintas de levaduras. Sin embargo, a 15°C las levaduras M.psychrophila y Mrakia sp
presentaron actividad micocida contra cuatro y una especie sensible, respectivamente.
En cambio, la levadura M. blollopis fue capaz de inhibir el crecimiento de dos levaduras
sensibles a 15°C, pero ninguna a 10°C.

De la misma forma, dos levaduras previamente identificadas como R.glacialis
presentaron distintos especiros de actividad (Tabla 8). Uno de los aislados present6
actividad comiras fres especies de levaduras, en cambio el otro aislado no presentd
actividad contra ningiin césped sensible ensayado a 22°C. Por otra parte, uno de los

aislados identificados como Leuconeurospora sp presenté actividad contra cuatro
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levaduras distintas mientras que el otro aislado s6lo contra una especie. Sin embargo, a
15°C el aislado Leuconeurospora. spl que inhibié el crecimiento de s6lo un césped
sensible a 22°C, present6 actividad contra dos cepas sensibles a 15°C. Por el contrario,
la levadura Leuconeurospora. sp2 no tuvo actividad micocida contra ningiin césped
ensayado a 15°C. Ambos aislados no presentaron actividad micocida a 10°C.

Las levaduras R.Jaryngis, L.creatinivora y G.antarctica presentaron espectros de
actividad bastante reducidos, observandose actividad micocida sélo contra dos céspedes
sensibles a 22°C para las dos primeras y contra sélo uno para fa dltima. A 15°C Ia
levadura R.laryngis present6 actividad contra tres céspedes semsibles, la levadura
G.antarctica contra dos cepas sensibles y la levadura L.creatinivora contra sélo uno. Las
tres especies de levaduras no presentaron actividad a 10°C. La levadura Hwatticus
presenté actividad contra cinco céspedes sensibles a 22°C, mientras que a 15y 10°C no
se observé actividad micocida. Por dltimo, la levadura L fragaria fue la Gnica especie

que no presentd actividad micocida contra ningfin césped sensible a las tres temperaturas

ensayadas.

3.2.2 Anilisis de extractes de proteinas extracelulares y actividad micocida

Se extrajo protenas extracelulares a las Jevaduras que presentaron los espectros
de actividad mds amplios en contra céspedes sensibles de levaduras, para determinar si
esta actividad fue producto de alguna proteina secretada al medio extracelular.

Para determinar si la actividad micocida corresponde a proteinas secretadas, se
extrajo proteinas extracelulares a partir de cultivos en medio YM de las levaduras C.sake

y W.anomalus, ya que presentaron los perfiles de actividad micocida mas amplios.
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Ambos extracios de proteinas extracelulares presentaron actividad micocida al
ensayarlos sobre céspedes sensibles, a 22 y 15°C (Figura 7). Esta actividad se perdio
completamente cuando los extractos fueron incubados previamente a 70°C, por 10
minutos (Figura 7). Estos resultados sugieren que la actividad micocida observada para

estas levaduras puede ser producida por algtn factor de naturaleza proteica secretado al

medio de cultivo extraceluiar.

3.2.3 Anilisis de actividad antibacteriana

Se evalud la existencia de actividad antibacteriana de los aislados antdrticos
contra diferentes bacterias, principalmente Gram negativas. Las levaduras se sembraron
sobre céspedes sensibles y se incubaron a 22°C, hasta que las colonias se desarrollaran.
Como las levaduras no son capaces de crecer en medio de cultivo LB, se determin® si las
bacterias que se utilizarian como sensibles fueran capaces de crecer en medio de cultivo
YM y a 22°C. Las bacterias que fueron capaces de crecer en esas condiciones se
utilizaron como células sensibles para evaluar la produccién de antibacterianos. Los
resultados obtenidos para los ensayos de colonias de levaduras sobre estos céspedes
bacterianos se muestran en la tabla 9. Las levaduras D. fristingensis, L.creatinivora, Cr.
gilvescenes y R.glacialis2, presentaron los espectros de actividad més amplios contra Jas

bacterias Gram (-) ensayadas, incluso las tres witimas presentaron actividad contra

S.aerous, Gram (+).
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Figura 7. Actividad micocida de extractos proteicos extracelulares, en ensayos de placa.
Ensayo de extracto de proteico extracelular (100 pl en un pocillo de 1 cm de diametro)
sobre el césped de levadura. 1, extracto obtenido de la levadura C. sake; 2, extracto
obtenido desde la levadura W. anomalus; 3, extracto incubado previamente por 15 min a
70°C. La fecha indica el halo de muerte (precipitado azul de metileno).
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Tabla 9. Ensayos de actividad antibacteriana a 22°C,

Levadura ensayada

S.aer

Povul

KSP.Kleb

K gey

S.sal

+

Cr.gas

+

Cryic

Cr.gil

Cr.sp

Hovar

C.sak

D.fri

R.lar

L.cre

Lfra

G.ant

W.ano

M.spI

M.blo

M. psy

R.glal

Rglac2

Lespl

-+
+
++

Lesp2

M.bic

-+

-: No se observé halo de muerte; +: Halo entre 0,5 y 1,9mm; ++: Halo entre 2 y 4,9mm; ++: Halo >5mn.
S.sal: Sporidiobolus salmonicolor; Cr.gas: Cryptococcus gastricus; D fris: Dioszegia fristingensis; L.fra:
Leucosposridiella fragaria; Rlar: Rhodotorula laryngis; L.crea: Leucosporidiella creatinivora; C.sak:
Candida sake; Cr.vict: Cryptococeus vicioreae; Cr.gil: Cryptococcus gilvescens; Cr.sp: Cryptococcus sp
G.ant: Glaciozyma antdretica; Hwat: Hotermaniella watticus; Mr.sp: Mrakiasp; Mr.blo: Mrakia
blollopis; Mr.psy: Mrakia psychrophila; R.glal: Rhodotorula glacialis 1; R gla2: Rhodotorula glacialis
2; Le.spl: Leuconeurospora. spl; Le.sp2: Leuconeurosporasp2; W.ano: Wickerhammomyces anomalus;
M. bic: Metschinikowia bicuspidata; S.aer: Staphylococcus aerous; P.vul: Proteus vulgaris; Mmor:

Morganefla morganii; KSP.Kleb: KSP Klebsella; K gey: Klebsella geyteca.
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3.2.4 Anilisis de extractos de proteinas extracelulares y actividad antibacteriana

Se obtuvo extractos proteicos extracelulares desde algunos cultivos liquidos de
levaduras que presentaron actividad antibidtica, con el fin de relacionar si este efecto
antibacteriano se deba a algiin factor proteico secretado al medio extracelular. Ademés
para descartar cualquier efecto de inhibicién de crecimiento que pudiera provocar la
temperatura de los ensayos (22°C) y el medio de cultivo (YM), los ensayos con los
extractos de protefnas extracelulares se realizaron en medio de cultivo LB y a 30 y 37°C,
Los extractos de proteinas obtenidos generaron halos de muerte al ser sembrados sobre
los césped bacterianos, en cambio los extractos proteicos denaturados (15 min a 70°C)
no generaron estos halos (Figura 8). Los resultados obtenidos para todos los extractos
proteicos extracelulares ensayados a 30 y 37°C, se observan en la tabla 10. Estos
resultados son consistentes con respecto a los ensayos en placa ya que cinco de los seis
extractos de proteinas exiracelulares presentaron actividad a 30°C. Sin embargo la
mayoria de los extractos no presentaron actividad cuando fueron ensayados a 37°C, con
excepcion del extracto obtenido desde cultivos de la levadura L.creatinivora que
mantuvo su actividad. Todos estos resultados sugieren que existe un factor de naturaleza

proteica, secretado por estas levaduras, que es capaz de matar e inhibir el crecimiento de

bacterias, principalmente Gram (-).
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Figura 8. Actividad antibacteriana de extractos proteicos extracelulares de la levadura
L.creatinivora, en ensayos de placa. Ensayo de extracto de proteico extracelular (100 pl
en un pocillo de 1 cm de didmetro) sobre el césped bacteriano. 1, extracto sin tratar; 2,
extracto incubado previamente por 15 min a 70°C; 3, control sin extracto. La fecha
indica el halo de muerte (precipitado azul de metileno).
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Tabla 10. Ensayos de actividad antibacteriana de extractes proteicos extracelulares de

levaduras.
Césped Bacteriano
IF::;;:’S Temperaturz (°C) | C. violaceum | KSP Kleibsella | P.midalens | P.valgari | M.morganii | Kleibsella geyteca

Coi 30 - - ++ + + +

escens
gl 37 - - - - - -
30 - + + + + +

S.salmonicolor
37 - - - - - -
30 - + + + + +
L.creatimivora
37 - +—+ +H+ + + +
RIaryngi: > - - - - - -
s

ryng 3 3 ) i R - -
30 - - + . - o

G.antarctica
37 - - +H - - '
30 - + - + - +

C.gastricus
37 - - - - . -

-; No se observé halo de muerte; +: Halo entre 0,5 y 1,9mm; -+-: Halo entre 2 y 4,9mm; -+ Halo >5mm.
S.sal: Sporidiobolus salmonicolor; C.gas: Cryptococcus gastricus; R.lar: Rhodotorula laryngis; L.crea:
Leucosporidiella creatinivora; C.gil: Cryptococcus gilvescens; G.ant: Glaciozyma antdrctica; P.vul:
Proteus vulgaris; M.mor: Morganella morganii; KSP.Kleb: KSP Klebsella; K gey: Klebsella geyteca;
P.midalens: Proteus midalens; C. Chromobacterium violaceum.




3.3 Determinacién de Ia existencia de dsRNA en las levaduras.

Se realizaron extracciones de dsRNA a partir de “pellet” celulazes obtenidos
desde medios de cultivo liquido, para todas las especies de levaduras antdrticas con las
que hemos trabajado. Los resultados de los perfiles de dsRNA obtenidos para cada
levadura se resumen en la Tabla 11. Las extracciones de RNA total desde las levaduras
M.psychrophila, M.blollopis, Hwatticus, S.salmonicolor y R.glacialis2, muestran una
banda de aproximadamente 5 kb que podria corresponder a un EGE del tipo dsRNA en
esas levaduras. Las muestras foeron tratadas con las enzimas RNAsa y Nucleasa S1, con
el fin de determinar la naturaleza de los RNAs presentes. Como se observa en la figura
9, los RNAs extraidos desde las levaduras R.glacialis2, S.salmonicolor y
M.psychorphila fueron resistentes al tratamiento con Nucleasa S1. Esta enzima degrada

dcidos nucleicos de hebra simple (DNA o RNA), por lo tanto probablemente

correspondan a dsRNAs.
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Tabla 11. Perfiles de dsRNA de levaduras antirticas.

Levaduras dsRNAs

(. antarctica -
M, psychrophila +
Mrakia.spl -

M. blollopis +

W. anomalus -

C. sake ~

Cr. sp -

Cr. gastricus -
Cr. victoriae -

C. gilvescens -
H watticus +

R. laryngis -

Sp. salmonicolor +
Le. creatinivora -
L. fragaria -
Metschinikowia.sp -
R Glacialisl -

R. glacialis2 +
Leuconeurospora spl -
Leuconeurospora sp2 -
D, fristingensis -

-2 No se observé presencia de dsRNA; +: Se observd presencia de dsRNA
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Figara 9. Perfiles de dsRNA de levaduras antérticas. Se aislé RNA total desde cultivos
liquidos, para cada levadura y se realizaron tratamientos con RNAsa y Nucleasa S1. 1:
RNA total aislado desde M. blollopis 2: RNA total aislado desde R.glacialisl, 3: RNA
total aislado desde R.glacialis2, 4: RNA total aislado desde S.salmonicolor, 5: RNA
total aislado desde M.psychrophila, 6: RNA total aislado desde H watticus. El estindar

de peso molecular fue 1kb.
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Los analisis de perfiles de dsRNA no son ttiles para tipificar las levaduras
ensayadas pertenecientes al gémero Cryptococcus, ya que minguno de los aislados
presentaron moléculas de dsRNA. Por la misma razon, este tipo de analisis tampoco fue
exitoso para diferenciar las levaduras pertenecientes al género Leuconeurospora. En
cambio, este tipo de andlisis serfan utiles para diferenciar la levadura M.psychrophila de
las levaduras Mrakia sp y M.blollopis, debido a que fue la tmica levadura dentro de su
género que presenté una molécula de dsRNA. Por tltimo, los aislados identificados
como R.glacialis] y R.glacialis2 si se pueden diferenciar ya que el primer aislado no
posee dsRNA, en cambio la levadura R.glacialis2 posee un dsRNA de aproximadamente

5kb. Por lo tanto en este caso el andlisis de perfiles de dsRNA para ambos aislados

resulta 1til para poder discriminar entre ambos.
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4. DISCUSION

Una de Ias grandes dificultades en la identificacién de microorganismos
ambientales mediante marcadores moleculares, es la eleccién de un marcador que
presente regiones conservadas para el disefio de partidores que sean capaces de
amplificar una gran cantidad de especies, pero que también posea regiones variables que
permitan identificar y/o diferenciar distintos organismos. A lo largo del texto ya se ha
mencionado las dificultades que presentan los marcadores moleculares convencionales
en identificacién de levaduras (ITS y dominios D1/D2), por lo que continuamente se
est4 en la biisqueda de marcadores que tengan una mayor resolucién taxonomica. Uno
de los marcadores que se ha evaluado para su utilizacién en identificacion de organismos
que pertenecen al reino Fungi es el gen que codifica para la enzima citocromo oxidasa 1
(COI). Si bien no existen muchos reportes de trabajos realizados en hongos, Sfeiter y
colaboradores (2007) realizaron un andlisis de la estructura de la regién COI en hongos.
Los autores desarrollaror partidores con los que lograron amplificar y secuenciar una
regién de 545 pb del gen COI desde 58 especies del género Penicillium encontrando
intrones solo en 2 de las 370 cepas de Penicillium analizadas, demosirando que la
probabilidad de encontrar intrones dentro de esta regién de “Barcoding” es baja. Este
resultado es muy importante, ya que se ha reportado presencia de intrones moéviles
dentro de genomas mitocondriales de distintos hongos, los cudles interferirian para su
posible utilizacién como marcador molecular en estos organismos (Seifert,
2009).Ademés, en ese mismo estudio, demostraron que la variacién nucleotidica intra-

especifica de esta regién fue sélo de un 0,06%, lo que resulta adecuado para su
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utilizacién en identificacion de hongos a nivel de especie. Si bien estos resultados (baja
presencia de intrones y baja variacién nucleotidica intraespecifica) demuestran la posible
utilidad de emplear esta regién en identificacion de hongos, en otros géneros no se han
obtenido los mismos resultados. Por ejemplo, los andlisis de secuencia obtenidas para
especies del género Aspergillus (Geiser y cols., 2007), demuestran que este gen posee
variacion nucleotidica insuficiente entre diferentes especies, no permitiendo
identificarlas. Gilmore y colaboradores en el afio 2009 reportaron la existencia de
pardlogos para este gen en cepas pertenccientes al género Fusarium, demostrando que
existe mas de una secuencia para este gen en algunas especies de hongos. Esta
caracteristica no seria favorable en cualquier marcador molecular, ya que en algunos
casos una diferencia nucleotidica podria dificultar su diferenciacion con respecto a otras
especies cercanas filogenéticamente. En levaduras, los trabajaos realizados son escasos y
por lo tanto es necesario aumentar el niimero de secuencias COI disponibles para poder
evaluar su utilidad. Para esto, realizamos un anslisis informdtico de las secuencias
aminoacidicas COI de levaduras y hongos filamentosos disponibles en la base de datos
del NCBI y disefiamos partidores degenerados en zonas conservadas de COI para
obtener amplicones de 200 a 900 pb. Lamentablemente, ninguno de los partidores
disefiados cumplié con los requisitos para utilizarse en identificacién de levaduras, por
lo tanto se optd por evaluar la capacidad de los partidores Uni-minibar, descritos
previamente y que se ha demostrado su utilidad para amplificar una region de 130 pb,
del gen COI desde diferentes grupos de organismos (Meusnier y cols., 2008). Utilizando
estos partidores se obtuvieron 21 secuencias nucleotidicas, las cudles fueron analizadas

mediante el algoritmo blastx. De este andlisis se desprende que 4 secuencias presentaron
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similitud con citocromos oxidasas, 2 secuencias no presentaron similitud (<30% de
identidad) con proteinas de la base de datos, 10 secuencias presentaron similitud con
otras proteinas no relacionadas y 5 secuencias presentaron similitud con proteinas
hipotéticas. Posteriormente, las secuencias obtenidas fueron comparadas enire las
distintas especies, evaludndose la capacidad de diferenciar entre ellas, lo que fue
contrastado a su vez con los transcritos internos y los dominios D1/D2, obtenidos
previamente para estas mismas especies. Basado en este anlisis, la region minibar
presenté siempre valores de identidad nucleotidica inferiores con respecto a los ITS
para las especies dentro de los géneros Cryptococcus, Mrakia, Rhodotorula 'y
Leuconeurospora. Estos valores se contrastan a lo reportado por Seifter y colaboradores,
que demostraron que las secuencias obtenidas para el gen COI de las especies del género
Penicillium no presentaron una divergencia inter-especifica significativa (5,6%), en
comparacion a los espaciadores transcritos internos (5,1%) (Seifter y cols., 2007). Cabe
destacar que las secuencias obtenidas previamente para la regién ITS, abarcan las zonas
ITS1, 5.88 e ITS2, siendo la regién 5.8S muy conservada dentro del tDNA. Por lo tanto
al no eliminar esta regién dentro del andlisis de secuencia, estamos subestimando Ia
resoluci6n taxondmica que poseen los espaciadores transcritos internos por sf solos. En
cambio, al comparar los resultados de identidad nucleotidica entre los dominios D1/D2 y
la regi6n minibar entre estos mismos géneros de levaduras, observamos que entre
algunas especies de levaduras los dominios D1/D2 poseen mayor resolucidn inter-
especifica que esta region, pero entre otras especies fue al contrario. Al comparar los
cladogramas obtenidos para los ires marcadores, se observa que tanto el cladograma de

las secuencias ITS como el de los dominios D1/D2 del rDNA, son capaces de agrupar
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levaduras que pertenecen a un mismo género de levaduras, pero en algunos casos no son
capaces de separar distintas especies. De forma general, los resultados obtenidos en este
trabajo nos indican que no existe un marcador molecular tinico y exclusivo para poder
diferenciar todas las especies de levaduras con las que se trabajd. Si bien la regién
minibar dentro del gen COI presenté los menores valores de identidad nucleotidica entre
las diferentes levaduras ensayadas y por ende posee una mayor resoiucion taxondmica,
al observar el cladograma obtenido (figura 3) para cada una de Ias secuencias, se observa
que las diferentes especies de levaduras pertenecientes a un mismo género se encuentran
muy dispersas dentro del cladograma. Estos resultados sugieren que este marcador no
serfa 1itil para identificar levaduras a nivel de especie ya que este marcador pierde
resolucién interespecifica al tener tanta variabilidad de secuencia para una misma
region. En cambio, este marcador serfa 1til en tipificacién de levaduras ya que detectd

diferencias intraespecificas entre diferentes aislados como ya se ha mencionado a lo

largo de este escrito.

Para validar los resultados obtenidos en este trabajo, se intenté comparar la
identificacién entregada por la regién minibar con respecto a algin drbol filogenético
establecido, que se hace en base a los genomas disponibles de diferentes levaduras. Sin
embargo esta comparacién no fue posible, ya que el 4rbol filogenético establecido
disponible contenfa una gran cantidad de genomas de hongos y muy pocas especies de

levaduras, en donde solo el genoma de una de las especies de este trabajo estaba

disponible (Fitzpatrick y cols., 2006).
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Por dltimo, para que un marcador sea universal en identificacion de algiin grupo
de organismos, es necesario que el marcador seleccionacio sea robusto (Armstrong y
Ball., 2005), es decir, que presente las siguientes caracteristicas. En primer Ilugar, se
debers evaluar si este marcador presenta suficiente variaciéon nucleotidica que permita
diferenciar especies distintas. Para evaluar si la regién minibar cumple con este
requisito, serd mecesarioc ampliar el nimero de secuencias disponibles para este
marcador, tanto para levaduras ambientales, como para levaduras de coleccién y para
cepas tipos. En segundo lugar, este marcador no deberia presentar gran divergencia
intra-especifica dentro de especies cercanas geograficamente, ya que diferencias a nivel
de secuencia nucleotidica en un gen de vital importancia como CO/ representan cambios
evolutivos o diferentes adaptaciones (Armstrong y Bail., 2005). Por lo tanto si dos
aislados pertenecientes a una misma especie presentan gran polimorfismo para esta

regién, este gen no seria un buen candidato para su utilizacién en identificacion de

levaduras.

Una vez evaluado si este marcador presenta estas caracteristicas, sera necesario
depositar la informaci6n de este conjunto de levaduras en la principal base de datos de

“barcoding” (www.barcondinglife.com), dejando la informacién disponible a toda la

comunidad cientifica. Ademas, serda necesario evaluar la concordancia entre Ia
identificacién dada por esta regién en comparacién con otros métodos de tipificacion

tradicional, como lo son los criterios fisiologicos y bioquimicos.

53




4.1 Actividad micocida y perfiles de dSRNA
Se evalud la actividad micocida cruzada entre las 21 especies distintas de

levaduras antérticas, para determinar si esta es una forma de competencia entre ellas en
ecosistemas antérticos y para determinar los diferentes perfiles de actividad micocida
para todas ellas. De todas las levaduras analizadas, sélo la levadura L. fragaria no
presentd actividad contra ninguna otra levadura. Estos resultados son muy interesantes
ya que en diversos hdbitats, la secrecién de micotoxinas es una manera eficiente para
eliminar levaduras que compiten con ellos por recursos nuiricionales limitantes
(Cavicchioli y Cols., 2002). Sin embargo, sélo una micotoxina ba sido descrita desde
regiones frias del planeta (Hua y cols, 2010). Estos autores postularon que las levaduras
psicrotolerantes y/o psicrofilas que producen micotoxinas podrian cumplir un rol
importante en ecosistemas a bajas temperaturas y que estas micotoxinas podrian tener
caracteristicas tiicas. Debido a la escasa publicacion de trabajos sobre micotoxinas
antarticas y a que la mayorfa de las levaduras analizadas en este trabajo presentaron al
menos un tipo de actividad contra céspedes sensibles, nos incentiva a futuro a estudiar
las propiedades de distintas toxinas y eventualmente encontrar alguna aplicacion
biotecnoldgica para algunas de ellas. Dentro de los géneros de levaduras que presentaron
actividad en este trabajo, se ha reportado previamente la produccién de micotoxinas
desde los géneros Cryptococcus (Staib F, 1999), Mrakia (Hua y cols., 2010}, Candida,
Rhodotorula, Sporidiobolus y Wickerhamomyces (Marquina y cols., 2002), no
reporténdose produccién de micotoxinas activas a bajas temperaturas. El fenomeno
micocida se ha descrito como: “Las micotoxinas son glicoproteinas o protefnas de bajo

peso molecular, producidas por algunas levaduras, las cuales matan células sensibles de

54




otras especies de levaduras del mismo género o cercanas filogenéticamente” (Marquina
y cols, 2002). Sin embargo, algunas de las levaduras antérticas ensayadas en este trabajo
presentaron actividad micocida contra otras que no pertenecian al mismo género y a sul
vez no son cercanas filogenéticamente a ellas. Especificamente, las levaduras
S.salmonicolor y D.fristingensis (Basidiomicetes), presentaron actividad micocida
contra Ia levadura C.sake (Ascomicete) y a su vez ésta levadura presenté actividad
confra diferentes levaduras basidiomocetes. Por lo tanto seria interesante reevaluar el
fenémeno micocida y determinar si las micotoxinas producidas por nuestras levaduras
son diferentes a las micotoxinas descritas con anterioridad.

Por otra parte, demostramos que los anélisis de los perfiles de actividad micocida
son 1itiles para _ diferenciar intraespecificamente las levaduras de los géneros
Cryptococcus, Mrakia, Rhodotorula y Leuconeurospora, ya que los perfiles de actividad
para las especies ensayadas fueron distintos. Especificamente, se logré diferenciar la
levadura Cryptococcus sp de las restantes especies dentro de este género, que no se
habia logrado diferenciar a través de los espaciadores ‘transcritos internos y de los
dominios D1/D2 del rDNA (Carrasco y cols., 2012). De la misma forma se logrd
diferenciar la levadura Mrakia sp de las restantes especies dentro de este género,
R.glacialis 1 de la levadura R.glacialis 2 y por Gltimo, se logrd diferenciar los aislados
Leuconeurospora spl y Leuconeurospora sp2. Estos resultados sugieran la utilidad de
este método de identificacion en tipificacion de levaduras, al igual que lo demostrado en
trabajos previos (Buzzini y cols., 2007; Golubev, 2006). Ademds, seria interesante
determinar si este marcador fisioldgico es titil para identificar otro tipos de levaduras y

de esta forma ampliar su uso en taxonomia.
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Los analisis de perfiles de dSRNA no fueron ftiles para diferenciar los aislados
pertenecientes al género Cryprococcus y Leuconeurospora, ya que ninguna de las
especies dentro de estos géneros presenté algin elemento del tipo dsRNA. Por otra
parte, las levaduras M. psychrophila y R glacialis presentaron un dsRNA de
aproximadamente 5 kb, logrando diferenciarse de las restantes especies dentro de sus
géneros, las cudles no presentaron ninguna molécula de dsRNA. Estos resultados
sugieren la utilizacién de los perfiles de actividad micocida y de dsRNA en tipificacién
de levaduras, ya que levaduras que no se lograron diferenciar anteriormente, se lograron
diferenciar mediante esta aproximacion.

Los aislados que presentaron los espectros de actividad mas amplios fueron las
levaduras C. sake y W. anomalus, contra 11 y 10 levaduras, respectivamente. Se ha
descrito que especies de ambos géneros son capaces de secretar toxinas al medio
extracelular, en particular muchas especies del género Wickerhamomyces (ex Pichia) se
han descrito como productoras de diferentes toxinas (Marguina y cols., 2002). El
fenotipo micocida observado para estas levaduras corresponderia a un factor proteico
extracelular. Para determinar si estas proteinas corresponden a toxinas no descritas con
anterioridad y que puedan presentar alguna potencial aplicacién, serd necesario

profundizar su caracterizacion en trabajos futuros.

4.2 Actividad antibacteriana

Una vez determinadas las bacterias que fueron capaces de crecer en las

condiciones de ensayo, se evalué la produccién de antibacterianos sobre céspedes

56




sensibles inoculados con estas especies bacterianas. Las levaduras D. fristingensis, L.
creatinivora, C. gilvescenes y R. glacialis presentaron los espectros de actividad mas
amplios contra las bacterias Gram (-) ensayadas, inciuso las tres ltimas presentaron
actividad antibacteriana contra S.qureus, Gram (+). Seria interesante evaluar si un
mismo compuesto antibacteriano es capaz de ejercer este efecto antibacteriano sobre
estos dos tipos de bacterias y si es asi analizar la naturaleza de éste o éstos. El primer y
tmico reporte de produccion de antibacterianos por levaduras se realiz6 en el afio 1986,
en donde se determiné que levaduras de los géneros Hansenula, Pichia, Saccharomyces,
y Candida, presentaron actividad contra diferentes bacterias actinomicetes (Polonelli y
Morace, 1986). En aquel trabajo ellos hipotetizaron que el efecto antibacteriano
observado fue producto de la accion de micotoxinas secretadas por las diferentes
levaduras que ellos ensayaron, sin embargo, con el conocimiento actual que poseemos
sobre el mecanismo de accién de diferentes micotoxinas, serfa poco probable ya que los
receptores que reconocen a las distintas toxinas no se encuentran en la pared celular
bacteriana (Golubev, 2006). Para responder a esta pregunta se tendria que purificar las
diferentes micotoxinas que poseen las levaduras con actividad antibacteriana positiva,
para luego ensayar éstas contra diferentes céspedes bacterianos sensibles. Para avanzar
en esa direccién, se ensayaron extractos de proteinas extracelulares sobre céspedes
sensibles. Los resultados obtenidos sugieren que este efecto antibacteriano estaria dado
por la secrecién de alguna proteina, al igual que la actividad micocida sefialada
anteriormente. La levadura L creatinivora present6 los halos de inhibicién de mayor
tamaiio a 30°C y también mantuvo la actividad a 37°C, aunque no fue capaz de crecer a

esta temperatura. Seria interesante determinar que proteina es la que produce este efecto
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antibacteriano y el rango de temperatura a la cudl es activa, para poder evaluar su
actividad antibacteriana sobre diferentes patogenos de interés clinico e industrial.

Por 1ltimo, las levaduras S.salmonicolor, C.gilvescens, C.gastricus presentaron
actividad a 30°C pero perdieron totalmente su actividad cuando los extractos fueron
ensayados a 37°C. S6lo el extracto de proteinas extracelulares de la levadura R. laryngis
no presenté actividad contra ninglin césped sensible ensayado a 30 y 37°C, indicando

que el efecto antibacteriano observado probablemente no sea producido por alguna

proteina.
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5. CONCLUSIONES

1.- La regién minibar present6é un nivel de resolucién taxonémico similar al de los

dominios D1/D2 del rDNA y superior al de los espaciadores transcritos internos.

2.~ La produccién de micotoxinas y antibacterianos se observo en 20 y 12 de las 21

levaduras antdrticas ensayadas, respectivamente. Los perfiles obtenidos fueron utiles en

la tipificacion de levaduras antarticas.

3.- Sélo cuatro de las veinte y un levaduras analizadas presentaron un elemento genético
extracromosdmico del tipo dsRNA, de aproximadamente 5 kb. Por Io tanto, los analisis
de estos perfiles no fueron utiles para la identificacion de Ia mayoria de las levaduras,
logrando diferenciar solo a las levaduras M. psychrophila de las restantes de su género y

a las levaduras R. glacialis 1 y R. glacialis 2.
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7.4 Temperaturas dptimas de crecimiento de todas levadaras con las que se trabajé

Especie Rango | Temperatura éptima
C. sake 4-22 22
. gastricus 4-22 22
C.gilvescens 4.22 22
C.victoriae 4-15 22
Cryptococcus.sp 4-22 15
D.fristingensis 4-22 22
G.antarctica 4-15 10
H. watticus 4-37 30
L.creatinivora 4-22 22
L.fragaria 4-22 22
Leuconeurospora spl 4-22 15
Leuconeurospora sp2 4-22 15
M blollopis 4-22 15
M psychrophila 4-15 10
Metschmikowia sp 4-22 10
Mrakia sp 4-15 15
R glacialis] 4-15 i5
R.glacialis2 4-22 10
R.laryngis 4-30 30
S.salmonicolor 4-30 22
W.anomalus 4-37 30
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