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RESUMEN

La micocinogenia es una caracteristica encontrada en una amplia variedad de
levaduras aisladas en ambientes naturales. Corresponde al proceso de produccién y
liberacion de una loxina de naturaleza proteica que mata a otras levaduras, otorgando de
esta manera una ventaja en la competencia por la colonizacion o establecimiento en
dichos habitats. Inicialmente fue descrita en ciertas cepas de Saccharomyces cerevisiae
aisladas desde fermentaciones vinicas, y hoy en dia el fenémeno se ha descrito en
muchos géneros de levaduras. Las bases genéticas para la produccidn de toxinas varian
en su localizacién, pudiendo estas g4fr en el cromosoma celular o en elementos
genéticos extracromosémicos {EGEs). Dentro de estos tltimos las moléculas de RNA de
doble hebra (dsRNA) contenidas en particulas tipo virus (VLPs) son las mas
comuinmente encontradas en levaduras y hongos filamentosos, tal es el caso del sistema
viral de S. cerevisiae, que genero las bases para los estudios de virologia en levaduras.
En varias cepas de la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous se ha descrito la
presencia de moléculas dsRNAs en VLPs, pero aun se desconocen a nivel nucleotidico y
su funciodn en el huésped.

En el presente trabajo se definieron las condiciones en que varias cepas de X.
dendrorhous presentan un fenotipo micocida sobre levaduras del género Rhodotorula,
Bulleromyces y Kloeckera. Dicha actividad micocida sobre Rhodotorula es mayor a un
pH écido cercano a 4,6 y en un rango de temperatura de 10 a 22°C; mientras que para las
levaduras Kloeckera apiculata y Bulleromyces albus se observé una actividad mas

reducida. La actividad se vio aumentada cuando se elevé la concentracion salina a un




3% p/v. Ademas, se determiné que esta actividad se debe a un factor exportado, que

podria corresponder a proteinas de 18-16 kDa.
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ABSTRACT

Micocinogeny is a characteristic found in a wide variety of yeasts isolated from
natural environments. It corresponds to the production of a proteinaceous toxin that kills
other yeasts, obtaining in this way an advantage in the competition for nutrient and
space. Initially it was described in strains of Saccharomyces cerevisiae isolated from
wine fermentations. Currently this phenomenon has been described in several yeasts
genus, The genetic bases for toxins production can be locate in the cellular chromosome
or in extrachromosomal genetic elements (EGEs). Among these last ones, double
stranded RNA molecules (dsRNA) encapsidated in virus like particles (VLPs) are the

. most commonly found in filumentous fungi and yeasts. This is the case of the most
studied viral system present in S. cerevisiae, which generated the bases for the study of
yeasts virology. The presence of dsSRNA-VLPs has been described in several strains of
the ye'ast Xanthophyllomyces dendrorhous, but both their nucleotide indentity and
function in the host are unknown.

In the present work, the conditions in which several X. dendrorhous strains
showed a micocide phenotype on yeasts of genus Rhodotorula, Bulleromyces and
Kloeckera were determined. The micocide activity against Rhodotorula is higher at low
pH (around 4,6) and in a temperature range from 10 to 22°C; while for Kloeckera
apiculata and Bulleromyces albus the micocide activity was -lower. An increase in
activity was observed when the assay-medium was supplemented with 3 % w/v NaCl..
Also it was determined that this activity is caused by exported factors, which could be

proteins of 18 and/or 16 kDa.
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INTRODUCCION

Se conoce como micocinogenia a la capacidad que poseen algunas levaduras para
matar a otras por medio de la sintesis de toxinas de naturaleza proteica o glicoproteica.
Las bases genéticas para la sintesis de estas toxinas son diversas, siendo la mds comin
10:; RNA de doble hebra (dsRNA) encapsidados en particulas tipo virus (VLPs). En
muchas cepas de la levadura carotenogénica Xanthophyllomyces dendrorhous, de alto
interés biotecnolégico para la produccién del pigmento astaxantina, se ha reportado la
existencia de dsRNAs. Sin embargo, su identidad y funcién aun se desconocen.

El presente trabajo se centro en la bisqueda tanto de la levadura blanco como de
las condiciones en que cepas de X. dendrorhous presentan actividad micocida. Todas

estas variables fueron evaluadas teniendo en cuenta el habitat natural de X. dendrorhous.
1 Micocinogenia en Levaduras.

En su descubrimiento en la década de los sesenta el fenotipo micocinogénico se
asocié a cepas de Saccharomyces cerevisiae capaces de producir una toxina (proteina o
glicoproteina) que acthia en un dmbito reducido matando solo a levaduras emparentadas
(Makower y Bevan, 1963). lerante las décadas siguientes se ha reportado la presencia
de micotoxinas en una amplia variedad de levaduras abarcando los géneros Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Pichia, Kluyveromyces,
Metschnikowia, Kloeckera, Ustilago, Torulopsis, Williopsis y Zygosaccharomyces

(Schmitt y Breining, 2002).



Junto a estos descubrimientos se produjo una reevaluacion del fendmeno
micocinogénico con lo cual se determind que algunas micotoxinas descritas previamente
no sélo mataban a levaduras emparentadas sino que poseen actividad sobre levaduras no
emparentadas, pertenecientes a otros géneros anies no estudiados (Polonelli y Morace,
1986). Algunas de estas micotoxinas, como las producidas por cepas de Pichia anomala
que inicialmente se describieron como téxicas para cepas de Candida (Sawant y cols.,
1989), actualmente se utilizan para controlar ademds, infecciones provocadas por

bacterias (Conti y cols., 1998).

1.1 Incidencia y Rol Ecolégico.

Las levaduras micocinogénicas se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza, y han sido aisladas principalmente desde ambientes ricos en nutrientes, como
exudados se savia de algunos drboles (Weber, 2006), frutos en putrefaccion (Morais y
cols., 1995) y fermentaciones alcohdlicas en general (Petering, 1991; Vagnoli, 1993).

La disponibilidad de nutrientes parece ser el factor determinante para que surja la
competencia por interferencia entre levaduras. Entre ellas las cepas micocinogénicas son
las mds aventajadas, pudiendo excluir a otras o determinar en cierto grado que Ievadura;
prevalecen en el habitat (Wolch-Salamon y cols, 2008).

En este sentido a un nivel ecoldgico las levaduras micocinogénicas actian como
un agente regulador de la biodiversidad natural de un hdbitat. Esto se explica por la

existencia de interacciones entre células sensibles, resistentes y micocinogénicas, que

ademds de producir una toxina, son inmunes a la misma. En estas interacciones un



equilibrio dindmico mantiene el nivel de todas las células que compiten por un mismo
sustrato. En este modelo de interaccién, las células micocidas matan a las sensibles pero
no a las resistentes, mientras que estas iiltimas aventajan a las células micocidas pero no
a las sensibles, pues la inmunidad a las toxinas representa una inversién energética

mayor respecto de las células que no la poseen (Lenski y Riley, 2002).

1.2 Mecanismos de Accidn.

Las micotoxinas descritas hasta hoy se agrupan principalmente en dos tipos
seglin el mecanismo que utilizan para matar a una célula sensible. El primer grupo
corresponde a micotoxinas que forman canales en la membrana plasmatica afectando el
flujo de iones normal de la célula. Mientras el segundo grupo ataca directamente a nivel
nuclear, arrestando a la célula en su ciclo replicativo (Schmitt y Breining, 2006).
Ademds, las toxinas se circunscriben en un modelo de accién de dos etapas, donde en
primer lugar se unen rdpidamente a un receptor primario en la pared celular de la célula
blanco, que para el caso de la toxina K28 de S. cerevisiae es €l B-1,6-glucano, mientras
para las toxinas K1 y K2 es la a-1,3-manoproteina. Este paso es rdpido y no requiere
energfa. La segunda etapa requiere energia y corresponde a una unién mis lenta que
involucra el reconocimiento de un receptor en la membrana plasmatica. En el caso de las
toxinas ionéforas K1 y K2 de S. cerevisiae estas se insertan en la membrana, mientras
que la toxina K28 de la misma levadura penetra hacia el interior de la célula sensible,

llegando al nuicleo celular, donde ejerce su efecto téxico (Schmitt y Breining, 2002).



Existen toxinas de interés biotecnoldgico pues resisten altas temperaturas sin
afectar su actividad, como la toxina de Kluyveromyces lactis (Stark y Boyd, 1986).
Algunas de estas pueden usarse como biopreservantes o como control biolégico de
levaduras contaminantes en fermentaciones del vino (Ciani y Faticheati, 2001).

La actividad de las micotoxinas es afectada por las variables extracelulares
inmediatas a su liberacién. Entre las mds estadiadas estin la temperatura, el pH y la
salinidad. Por ejemplo, cepas aisladas de salmueras de aceitunas verdes que en
condiciones de baja salinidad no muestran un fenotipo micocida, si son téxicas a altas
concentraciones de sales (Llorente y cols., 1997). El fendmeno de halotorencia en
micotoxinas ha sido estudiado para un grupo mayor de levaduras distintas observdndose
dos niveles principales de tolerancia: un grupo que aumenta su actividad con mayores
concentraciones salinas y otro que no aumenta su actividad al variar las condiciones
salinas (Aguiar y Lucas, 2000).

La temperatura y el pH son pardmetros que también determinan la observacién
del fenotipo micocinogénico, pues afectan la estabilidad de las toxinas. Si estas
condiciones no son las adecuadas, no se observa la actividad de la micotoxina. Se han
descrito rangos de accién para las diversas toxinas conocidas, aunque estos suelen ser
caracteristicos para cada toxina en particular. La mic;toxina de P. membranificiens tiene
su 6ptimo de actividad a pH 4 y es activa hasta los 20°C (Santos y Marquina, 2004); la
de Cryptococcus aquaticus bordea el pH 4,5 (Pfeiffer y cols., 2004) y la micotoxina de
S. occidentalis presenta la mayor activad micocida en el rango de pH 4,2 2 4,8 (Chen y
cols., 2000). Por otra parte, todos estos rangos de pH son reducidos comparados con la

micotoxina producida por Williopss mrakii, 1a cual es estable entre los valores de pH 2 a



11, y ademais, la toxina permanece estable por 3 minutos a 100°C antes de inactivarse
(Ashida y cols., 1983).

Ademds, en sitnaciones de estudio experimentales, otros pardmetros de
crecimiento del cultivo de una cepa micocinogénica son importantes. La constitucién del
medio de cultivo, presencia de detergentes que remueven elementos desde la pared de la
céula; la velocidad de la agitacién del matraz que contiene el cultivo, que incide en la
estabilidad de la toxina liberada; son aspectos claves cuando se pretende optimizar la

produccion de una micotoxina en el laboratorio (Santos de 1a Sen, 1999).

2 Bases Genéticas.

La localizacién de los genes codificantes para las micotoxinas es variable entre
las distintas levaduras pudiendo localizarse tanto en el cromosoma como en elementos
genéticos extracromosomicos (EGEs). En las levaduras Pichia farinosa y Williopsis
mrakii los genes para la sintesis de sus toxinas, SMKl1 y HMK (0,85 kpl?)
respectivamente, se ubican en el cromosoma (Ashida, 1983; Hodgson, 1995).
Kluyveromyces lactis y Pichia acaciae poseen plésmidos lineales de dsDNA con los
ORF codificantes de sus micotoxinas. El plismido pGKLI (8,8-13,4 kbp) de K. lactis
contiene un ORF que codifica para una toxina irimérica de gran tamafio (157 kDa)
(Gunge y cols., 1981).

En levaduras como Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, Ustilago

maydis y Zygosaccharomyces bailli los ORF codificantes se encuentran en moléculas de



RNA de doble hebra (dsRNA) encapsidadas en VLPs. U. maydis posee tres ORF virales

(P1, P4 y P6) asociados a las sintesis de toxinas distintas (Koltin y cols., 1976).

2.1 Virus de dsRNA.

Se describieron por primera vez en Saccharomyces cerevisiae y corresponde al
sistema viral de levaduras mejor caracterizado (Wickner, 1996). Los virus de S.
cerevisiae, pertenecientes a la familia Totiviridae, genéro Totivirus, actualmente estan
descritos en muchas otras levaduras y hongos filamentosos, y son denominados
particulas tipo virus (VLPs), pues no poseen un ciclo infectivo extracelular y no
provocan la muerte de la levadura que los posee. Las VLPs son particulas de alrededor
de 40 nm de didmetro constituidas por 60 dimeros de la proteina Gag y dos proteinas
Gag-Pol. En su interior se ubica el material genético de dsRNA. Seguin el tamafio del
material genético los virus se dividen en ScV-L (de 5. cerevisiae Virus-Large) de 4,6 kb,
y ScV-M (de S. cerevisiae Virus-Medium) de 1,7 kb. Las moléculas dsRNA-L codifican
para la proteina estructural Gag (de la cdpside) y para una RNA polimerasa dependiente
de RNA (RPDR). Esta ltima se produce como una proteina de fusion (Gag-Pol) por un
corrimiento -1 del ORF durante la traduccion (Herr y cols., 2000). La molécula dsRNA-
M solo contiene un ORF codificante para una toxina. En el sistema viral de S.
cerevisiae se han identificado al menos 3 toxinas (K1, K2 y K28) codificadas por
dsRNA-M distintos (M1, M2 y M28 respectivamente). Estas toxinas se han clasificado

por sus distintos mecanismos de accién e inmunidad cruzada. Este criterio de inmunidad




cruzada ha sido utilizado en algunos casos con valor taxonémico para identificar entre

un gran nimero de cepas sensibles de Candida albicans (Polonelli y cols., 1983),

3 Replicacién Viral.

La replicacidn es de tipo conservativa pues ambas hebras del dsSRNA permanecen
unidas en la particula mientras se sintetiza una hebra simple ssRNA (+) que sale del
virion hacia el citoplasma. La hebra ssRNA (+) puede tener dos destinos; su
encapsidacion en una nueva VLP, o su traduccidn a proteinas virales (Wickner, 1996).

La sintesis de las proteinas virales utiliza la maquinaria traduccional de la
levadura, sin embargo, carecen de estructras propias de los mRNA eucariontes como lo
son el 5’-Cap y el 3’-Poli(A). Esto genera una dificultad en el proceso de iniciacién
traduccional y- ubicacién de los ribosomas en el ssRNA (+) viral, la cual podria
resolverse por la presencia de secuencias internas para la entrada de los ribosomas

(IRES), similares a las descritas en retroviruses que parasitan a otras células eucariontes

(Balvay y cols., 2007).

3.1 Proteinas Virales Estructurales.

La informaci6n para el proceso fundamental de la permanencia del sistema viral,
se encuentra en el propio genoma de ScV-L. Dentro de la secuencia del dsRNA-L
existen 2 ORF sobrepuestos en 130 nucledtidos, el 5’-ORF que codifica para la proteina

de la cdpside Gag y el 3’-ORF que codifica para la RNA polimerasa viral. Durante la




traduccion 1 de cada 50 veces el ribosoma no termina el proceso en el codén de término
correspondiente a Gag, sino que continia sintetizando la proteina de fusion Gag-Pol.
Este corrimiento en el marco de lectura estd determinado por estructuras presentes en la
(+) ssRNA. Una estructura tipo “loop” impide el avance del ribosoma, el que pasa por
una secuencia denominada sitio resbaladizo. Cuando esto ocurre el ribosoma retrocede
geherando un corrimiento en el marco de lectura hacia atrds en 1 nucledtido (CML -1).
De esta forma el ribosoma no se ubica sobre el coddn de término del ORF-Gag y si el
codon de inicio del ORF-Pol, como se ilustra en la figura 1.

La baja frecuencia de este evento determina una estequiometria entre proteinas
Gag y Gag-Pol en el citoplasma. Se traducen mds Gag para encapsidar tanto a los ScV-L
como a los ScV-M, y un bajo nivel de Gag-Pol para mantener el ciclo replicativo de
estos virus, lo que permite el uso de 12 maquinaria de la célula huésped sin colapsar las
funciones propias de la levadura. La dependencia de los genomas virales dsRNA-M de
los productos génicos de dsRNA-L configura un sistema donde la particula ScV-M
parasita a2 ScV-L (Bostian y cols., 1980). Por esto es que dsRNA-L es llamado virus
“helper” y ScV-M virus satélite,

Ademds, genes propios de la levadura huésped (ski y mak) participan de la
regulacién de la propagacion de las VLPs, y por ende afectan al fenotipo
micocinogénico. Estos genes codifican para subunidades ribosémicas o enzimas
involucradas en la sintesis de las mismas. Luego, mutaciones en estos genes impiden la
replicacién viral o todo lo contrario, acentiian ¢l fenotipo micocinogénico, observindose

un cardcter “super killer” (Ohtake y Wickner, 1995},
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Figura 1. Corrimiento del marco de lectura en -1 durante la traduccién de Gag-Pol.
Los ORFs de Gag y Pol estdn sobrepuestos en 130 nucleétidos, en el que se encuentra un
sitio “resbaladizo” que permite el retroceso del ribosoma en una base durante la
traduccion. Este resulta en la sintesis de la proteina de fusion Gag-Pol. (Adaptado de

Dinman, 1995 y Wickner, 1996).




3.2 Micotoxinas Virales.

Las miu-:otoxinas codificadas en dSRNA-M se traducen como preprotoxinas y
sufren una serie de modificaciones postraduccionales hasta madurar en una toxina activa
que es exportada. Este proceso es similar a la maduracién de la insulina en organismos
suberiores. Se lleva a cabo utilizando la maquinaria de exportacion celular desde el
Reticulo Endoplasmatico (RE) al Golgi y vesiculas secretoras, como se muestra la figura
2,

La maduracién comienza por el reconocimiento de una sefial hidrofébica
HDELR en el RE. Esta sefial mds la asistencia de las chaperonas Ssal-Ssadp
citoplasmaticas permiten la entrada al lumen del RE a través del complejo de poro
Sec61p. En el RE la preprotoxina es modificada y llevada a protoxina por una peptidasa
que remueve la regién amino terminal. Luego la protoxina sufre plegamientos por
chaperonas del tipo Hsp70 (Kar2p, Cnelp). La zona gamma intermedia entre las
secuencias alfa y beta es glicosilada y se forma un puente disulfuro entre las zonas
extremas alfa/beta por la actividad de la disulfuro isomerasa Pdilp. En el Golgi tardio
las endopetidasas Kex2p y Kexlp remueven la zona gamma y protoxina; y los
aminoécidos carboxilo y amino terminal, respectivamente. Luego la toxina madura es
secretada sin el residuo arginina del extremo carboxilo a través de una vesicula
secretoria (Schmitt y Breining, 2006).

En general los tamafios de las micotoxinas maduras son pequefios. U. maydis

sintetiza 3 toxinas de 11 (monomérica), 17 y 19 kDa (diméricas). Mientras que las 3
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toxinas descritas en S. cerevisiae son todas dimeéricas y poseen tamaiios de 18 (K1) y
21,5 (K2 y K28). Micotoxinas triméricas como las de K. lactis y P. acaeciae tienen
tamafios mucho mayores que alcanzan los 156,5 y 190 kDa, respectivamente: Por otra
parte 1a toxina monomérica secretada por W. mrakii (cepa K-500) es la mas pequefia con

1,8-5 kDa de tamafio (Magliani y cols, 1997).

4 VLPs en Xanhtophyllomyces dendrorhous.

La levadura basidiomicete Xanthophyllomyces dendrorhous (antes Phaffia
rodozyma) es utilizada por la industria para la obtencién de un pigmento de alto valor
comercial, la astaxantina, que se incluye en la dieta de salmones y le atribuye su
coloracién tipica (Libkindaz y cols, 2007). Muchas cepas de esta levadura portan VLPs,
y su contenido de moléculas de dsRNA varia en mimero y tamaiio (Castillo, 1994;
Pffeifer, 1996). Sin embargo, este sistema viral no ha sido identificado a nivel
nucleotidico ni tampoco se ha asociado a algiin fenotipo en el hospedero. Estudios
previos han sido infructuosos en encontrar algin fenotipo atribuible a la presencia de
dsRNA. Se estudié el efecto del dsRNA en la esporulacién en la fase sexual de
reproduccion de la levadura. Los dsRNA transferidos a cepas que no los poseen
naturalmente, no generaron ninguin efecto en la velocidad de crecimiento de la levadura,
pero si afectaron el mimero de células que llegan a fase estacionaria del crecimiento.
Estos resultados son poco concluyentes y conllevan al estudio de algin otro fenotipo

asociable a la presencia de los dsRNA (Pfeiffer cols., 2001).
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X. dendrorhous coloniza los exudados de savia de arboles, principalmente de los
géneros Alnus, Betula y Fagus, distribuidos en regiones frias como Rusia, Japén o
. Argentina-Chile (Phaff, 1987; Libkind, 2007). Este nicho se caracteriza por ser rico para
el desarrollo de comunidades complejas de levaduras pues tienen un alto contenido de
monosacéridos. En estos exudados de drboles se generan sucesiones de distintos tipos de
levadura, donde X. dendrorhous comparte con levaduras de géneros como Bullera,
Pichia, Candida, Trichosporon, Cryptococcus, Cystofiiobasidium, Rhodotorula entre
otros. Hacia el final del periodo de colonizacién se ha observado que solo de X
dendrorhous y Trichosporon pulullans predominan en este nicho (Weber, 2006).
Teniendo en cuenta estos antecedentes en el presente trabajo se evalud la actividad
micocida de X. dendrorhous sobre levaduras pertenecientes a los géneros con los que

conviven, variando los pardmetros que principalmente afectan la observacion de una

actividad micocida.
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HIPOTESIS

Cepas de X. dendrorhous presentan actividad micocida, a través de la liberacién de una

toxina.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar y caracterizar la posible actividad micocida de cepas de X. dendrorhous

Objetivos especificos

- Determinar una célula blanco para la actividad micocida de X, dendrorhous bajo

distintos pardmetros (temperatura, pH, fuerza idnica}

« Determinar en que fase del crecimiento de la cepa UCD 67-385 se produce y

secreta la mayor cantidad de micotoxina (cinética de produccidn).
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Reactivos Quimicos.

Los componentes de los medios de cultivo o reactivos quimicos puntuales,

fueron adquiridos de Sigma Chemical, Merck Quimica o Difco Laboratories.

Metodologia

Cepas y condiciones de cultivo.

Las cepas de levaduras utilizadas se detallan en la tabla 1. Las levaduras se
crecieron rutinariamente en medio YM (0,3 % extracto de levadura, 0,3 % extracto de
malta y 0,5 % peptona) suplementado con glucosa (1-2% p/v). Las cepas se mantuvieron
en placas YM con agar al 1,5% p/v (oxoid) a una temperatura de 4°C, y fueron
subcultivadas periddicamente.

Determinacion de la actividad micocida.
Basado en el método de Salek y cols. (1990), este ensayo se llevo a cabo en

placas de Petri sobre un césped de la levadura sensible. En estos ensayos una actividad

micocida positiva se observa como un halo azul alrededor de la cepa sembrada.
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Tabla 1. Cepas de levaduras utilizadas.

Cepa Origen

X. dendrorhous Betula taushii, Japon
UCD 67-385

X. dendrorhous Fagus crenata, Japon
UCD 67-210

X. dendrorhous Japdn

UCD 67-383

X. dendrorhous Alnus japonica, Japon
CBS 5908

X. dendrorhous Betula sp., Finlandia
CBS 6938

X. dendrorhous Betula verrucosa, Rusia
VKM Y-2059

X. dendrorhous Betula verrucosa, Rusia
VKM Y-2266

X. dendrorhous Betula verrucosa, Rusia
VKM Y-2786

Rhodotcrula sloffiae Finlandia

CBS 7055

Rhodotorula minuta
CBS 319

Atmosfera, Japén

Rhodotorula mucilaginosa

Hojas secas, Canada

Kloeckera apiculata

Coleccidn de laboratorio

Kluyveromyces lactis

Coleccidn de laboratorio

Bulleromyces albus
CBS 500

Paja oxidada, Hordeum
Jjubatum

Pichia anomala 677

Aislado de piiias, Hawaii

Candida albicans 1001

ATCC 64385

Candida albicans 5314

Coleccion de laboratorio

Banco de colecciones: UCD, University of California Davis; CBS, Central Bureau of
Fungal Cultures; VKM, All-Russian Collection of Microorganisms
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- Preparacion de césped.

A un matraz con 30 ml de medio YM 1,5% agar a 40°C se adiciono 300 ul de
azul de metileno (0,3 % p/v) y 3 2 5 ml de cultivo de una levadura candidata. Se mezcld
suavemente para homogenizar y se vertié la mezcla en una placa de Petri. La placa se

incubd a temperatura ambiente para su gelificacion.

- Variables analizadas.

Para estudiar el efecto del pH en la actividad micocida, el medio YM 1,5% agar
fue preparado con una mezcla de buffer citrato-fosfato. De esta forma se ajusto el pH del
medio de 4,2 a 5,4. Por otra parte, el efecto salino en la actividad €n placa se estudio en
el rango de concentraciones de 0 a 6% p/v de NaCl en los medios YM.

Las placas con césped fueron posteriormente sembradas con cada una de las
cepas de X. dendrorhous. Luego los c&spedes ya sembrados fueron incubados a 10°, 15°

y 22°C, por 7-9 dias.

Purificacién de proteinas extracelulares.

Se crecié la cepa UCD 67-383 de X. dendrorhous por una semana en medio
liguido YM (volumen inicial de 500-600 ml).. Cada 24 horas se centrifugd una alicuota
de 50 ml de cultivo a 7000 g por 10 min, el sobrenadante se filtrd por filtros PVDF de

didmetro de poro 0,45 pm (Millipore) para descartar las células remanentes. Se adicioné
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etanol absolulo a una concentracion final de 70% v/v y se incubd a 4°C por 100 min.
Finalmente se centrifugd a 14000 g por 40 min y el precipitado proteico se disolvid en
buffer citrato-fosfato pH 4,6. Los precipitados obtenidos se diluyeron en un mayor
voluinen de buffer (0,5-2 mi) a medida que aumentaba el nimero de células

(determinado indirectamente por densidad optica).
Electroforesis en geles de poliacrilamida PAGE-SDS.

La electroforesis de proteinas se realizd en condiciones denaturantes por
presencia de SDS (dodecil-sulfato de sodio) en “Precise Protein Gels” (Pierce) al 12%
de acrilamida.

Las muestras se disolvieron en una solucion de carga (0,25 M Tris-HCI; pH 6,8;
0,1 % glicerol; 0,001 % azul de bromofenol; 2 % SDS; 0,08 % B-mercaptoetanol) y se
incubaron a 100°C por 5 min. La electroforesis se llevé acabo a 100 V (voltaje
constante) en un amortiguador de corrida (23,8 g de HEPES; 1 g de SDS; 12,1 g de Tris
por ). El gel se tifié con una solucion de azul de Coomasie (0,25%; 45% metanol; 10%
dcido acético) por 30 min en agitacion. Luego el gel se destifié con una solucién
metanol: dcido acético: agua destilada (3:1:7).

Para determinar el tamaifio molecular de las bandas de utilizd un patrdén Sigma
Protein Low Marker que contiene un rango de 6,5 KDa y 66 KDa. Mediante curvas de
calibraciéon que relacionan logaritmo del Rf de cada banda en el gel y su masa

molecular, se interpolo el tamafio de las proteinas.
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RESULTADOS
Determinacion del fenotipo micocinogénico en X. dendrorhous.

Como ya se menciond, existen muchos factores que influyen en la actividad
micocinogénica y de los cuales dependerd si el fenotipo se puede reproducir en el
laboratorio. Quizas lo mds importante es utilizar la célula blanco apropiada. Previamente
se hicieron ensayos sobre cepas de S. cerevisiae universalmente utilizadas para estos
fines, pero los resuitados fueron contradictorios y poco claros (Castillo, 1994; Pfeiffer,
1996).

En resultados previos de nuestro laboratorio s¢ observd que cepas de X.
dendrorhous no presentan actividad contra otras cepas de.X. dendrorhous. Por lo tanto,
un primer paso para la determinacién de la existencia de un fenotipo micocinogénico en

X. dendrorhous es encontrar la célula blanco adecuada.

Biisqueda de levaduras que sean blanco para X, dendrorhous.

A pesar de lo disperso del fenémeno micocinogénico, la importancia ecolégica y
evolutiva de la produccién de toxinas no es bien entendida. La hipdtesis mds aceptada es
que levadnras producen la toxina para matar a otras con las cuales comparte el mismo
nicho ecoldgico, para de esta forma tener mayor acceso a nutrientes y espacio (Wolch-
Salamon y cols., 2008). Por lo tanto, 1a biisqueda de la célula blanco se debe realizar

entre aquellos que colonizan los exudados de 4rboles junto a X. dendrorhous.
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Determinacién de la actividad micocida.

Los ensayos se realizaron sembrando cepas de X. dendrorhous sobre césped
confeccionados con levaduras pertenecientes a los géneros Pichia, Candida,
Bulleromyces, Rhodotorula, Kluyveromyces y Kloeckera. En este tipo de ensayos la
actividad se observa como un halo de precipitado de azul de metileno airededor de la
colonia sembrada (halo de muerte, ver figura 3).

Los ensayos se llevaron a cabo en rango de pH de 4,2 a 5,4, y a 10, 15 y 22° C.
Estas temperaturas abarcan el rango observado en las localidades de aislamiento. De
todos los ensayos realizados solo se observd actividad de algunas cepas de Xl
dendrorhous sobre levaduras de los géneros Rhodotorula y Kloeckera.

En la tabla 2 se resume los resultados obtenidos en los ensayos de actividad sobre
Rhodororula sloffiae. Como se observa, de las 8 cepas de X. dendrorhous ensayadas
s6lo 2 no possen actividad micocida: UCD 67-383 y CBS 6938, En general de las cepas
que presentan actividad, esta es mayor 2 10 y 15°C y a un pH entre 4,2 y 4,6. Los
mismos resultados fueron obtenidos en los ensayos de actividad micocida sobre
Rhodotorula minuta como se muestra en la tabla 3. Para Rhodotorula mucilaginosa, sin
embargo, el rango de mayor actividad se desplaza hacia pH 5,0 y se observa con las
cepas rusas VKM-W‘_K y la cepa UCD 67-385 (Tabla 4).

En el caso de Kloeckera apiculata solo en las cepas UCD 67-385 y UCD 67-210
se observa una actividad, aunque reducida. Dicha actividad solo se presenta a 10 y 15°C
a un pH 4,2 y 4,6 (Tabla 5). Mientras que sobre Bulleromyces albus se observa
sensibilidad mucho mas reducida solo de la cepa UCD 67-385 a pH 4,2 a 15 y 22°C

(Tabla 7).
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pH 42 46

Pichia

Candida

Kluyveromyces

Kloeckera

Rhodotorula

Bulleromyces

Figura 3. Actividad micocida de la cepa UCD 67-385 sobre otras levaduras. Las
flechas sefialan los halos de muerte (precipitado azul alrededor de la colonia) sobre los
géneros de levadura ensayados a dos pH écidos (4,2 y4,6) ya 15°C.
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Tabla 2. Actividad micocida de cepas X. dendrorhous sobre R. sloffiae

Temperatura T 10°C 15°C 22°C

pH 421465054142 ]46|50154142]46]50]|354
UCD67-385 [+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ 1+ [+
CBS 5908 + [+ ]+ |+ |+ =+ |+ [+ 7+ |+ |+
UCD 67-383 | - - - - - - - - - - . _

UCD 67-210 + + i+ + +

4=
-+
]
o4
]
+
+
-
)

VEMY-2786 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- + |+ |+ |-
VKM Y-2266 |+ |+ I+ |+ |+ |+ 1+ |+ |+ |+ [+ |+
VKM Y-2059 [+ [+ [+ |+ j+ [+ |+ [+ |+ |4+ |+ |+

CBS 6938 - - - - - - - - - - - -

Los simbolos (++) indica un halo de muerte 22 mm de didmetro, (+) indica un halo de
didgmetro entre 1-2 mm, (+-) indica un halo de didmetrol mm, y (-) ausencia de halo.
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Tabla 3. Actividad micocida de cepas X. dendrorhous sobre R. minuta

Temperatura 10°C 15°C 22°C

pH 42 |46|50)54142|46|50|54]42[46]|50] 54
UcDe67-385 | + |+ | + | + 1+ [+ | + |+ |+ | + |+ [ +
CBS 5908 I i B N B T = T T I S I S I S B
UCD 67-383 - - - - - - - - - - - -

ucbei21l0 | + ||+ 1+ | =+ + -+ |+ |
;/%Igd Y- + =+ [+ =]+ - =]+ + -

;"% Y- S T S O I = I S I S I I A B o

Xg‘;‘gl Y- O I e I T o T o T I N B s S O S

CBS 6938 - - - - - - - - - - - -

Simbolos como en tabla 2.
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Tabla 4. Actividad micocida de cepas X. dendrorhous sobre R. mucilaginosa

Temperatura 10°C 15°C
pH 4.2 4,6 5,0 4,2 4.6 5,0
UCD 67-385 | - - +- - - -
CBS 6938 - - - - - -
UCD 67-383 | - - - - - -
UCD 67-210 - + + - + -
VKM Y-
2786 ol R I B A
VKM Y- ) ) + ) ) )
2266
VKM Y- ) _ - ; )
2059 i

Simbolos como en tabla 2,

A 22° C la levadura no crece adecuadamente en las placas,

observar un halo de muerte.

No se disponia de la cepa CBS 5908 durante este ensayo.
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Tabla 5. Actividad micocida de cepas X. dendrorhous sobre K. apiculata

Temperatura

10°C

15°C

22°C

pH

4,2

4,6

5,0

54

46|50

54

4,2

4,6

5,0

5,4

UCD 67-385

+-

CBS 6938

UCD 67-383

UCD 67-210

VEM Y-2786

VKM Y-2266

VKM Y-2059

Simbolos como en tabla 2,

No se disponia de la cepa CBS 5908 durante este ensayo.
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Tabla 6. Actividad micocida de cepas X. dendrorhous sobre B. albus

Temperatura

10°C

15°C

22°C

pH

4,2

4,6

5,0

4,2

4,6

5,0

4,2

4,6

5,0

UCD 67-385

CBS 6938

UCD 67-383

- UCD 67-210

VKM Y-
2786

VKM Y-
2266

VKM Y-
2059

CBS 5508

Simbolos como en tabla 2.,
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Efecto Salino

Se ha visto en levaduras como Pichia membranifaciens y otras aisladas de
salmueras oliviceas que mayores concentraciones de sal se cormrelacionan con un
aumento de la actividad micocida (Llorente, 1997). Por esto se estudié el efecto del
NaCl en la actividad micocida de las cepas de X. dendrorhous sobre R. sloffiae.

Para ello se prepararon céspedes con concentraciones crecientes de NaCl (0 a 6%
p/v), a pH 4,6 y las placas se incubaron a 10, 15 y 22°C.

Como se muestra en la figura 4, cepas de X. dendrorhous presentan un halo
mayor en la placa suplementada con 3% NaCl, indicativo de que a esta concentracion de
sal la actividad es mayor. El efecto de NaCl sobre la actividad de las cepas micocidas a
todas las temperaturas que fueron incubados los césped de R. sloffiae a un pH de 4,6 se
resume en la tabla 7. A 15 y 22°C se observa que un aumento en la salinidad hasta un

3% se correlaciona con un halo de muerte mayor.

Obtencion de proteinas extracelulares totales de X. dendrorhous

Para determinar si la actividad téxica de X. dendrorhous corresponde a un
producto que es exportado, se realizé la extraccion de las protefnas extracelulares totales
y se determind su actividad. Para ello se realizé una curva de crecimiento de la cepa
UCD 67-385 en medio YM a 22°C. Se tomaron alicuotas del cultivo, desde las cuales se

obtuvo las proteinas extracelulares y se determind su actividad sobre R. sloffiae a pH 4,6
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Figura 4. Efecto de la concentracién de NaCl en la actividad micocida de X

dendrorhous. De izquierda a derecha las placas con concentraciones salinas de 0, 3 y
6% p/v NaCl. La cepa UCD 67-385 fue sembrada sobre césped de R sloffiae a pH 4.,6.

Las placas fueron incubadas por 9 dias a 15°C
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Tabla 7. Efecto de la concentracion de NaCl en la actividad micocida de X, dendrorfious

Temperatura 10°C 15°C 22° C
[NaCl] % p/v 0 3 6 | 0 3 6 0 | 3 6
UCD 67-385 + +a - - + - +- + -
CBS 5908 + +- - +- ++ - . + -
VKM Y-2786 T T N T i O N -
VKMY-2266 | + | + | - |+~ | +{ « | -] + | -
VKM Y-2059 + +- - +- + - +- + -

Simbolos como en tabla 2.




incubadas a 15°C. Después de 3-5 dias de incubacion se observa un halo de muerte
alrededor de los pocillos en los que se sembré la muestra de proteina, no asi en los que
se sembré buffer (Fig. 5) Esto nos permite concluir que la actividad micocida de X.

dendrorhous corresponde a un factor que es exportado.

Cinética de produccidén de actividad micocida.

Para determinar si la produccién de la micotoxina es dependiente de la fase de
crecimiento de X. dendrorhous se confecciond una curva de crecimiento en medio YM a
22°C, Cada cierto tiempo (~24 hr) se tomaron alicuotas, de Ias cuales se determing el
titulo celular y se obtuvo las proteinas extracelulares. A los extractos prateicos se les
determind su actividad micocida sobre R. sloffiae y ademds, se analizaron mediante
PAGE-SDS.

De los resultados obtenidos se puede concluir que la actividad micocida de los
sobrenadantes de los cultivos se presenta sobre la 1iltima fase del crecimiento
exponencial decayendo posteriormente (Fig. 6).

En el perfil proteico de los sobrenadantes se observa que existen al menos 4
bandas (2 de ellas de tamafio menor a 10 kDa) que aparecen a medida que el cultivo
avanza, y que son mds notorias en los extractos que presentan actividad. La comparacién
de los perfiles de las muestras provenientes de cultivos de la cepa UCD 67-385 que
presentan actividad con proteinas de cultivos de la cepa CBS 6938, que no presenta

actividad, sugiere que al menos 4 bandas de 18, 16 y dos de ~6 kDa podrian

corresponder a la toxina responsable de la actividad.




|
|
Figura 5. Actividad micocida de los extractos proteicos extracelulares de X. [
t

cargaron 100 pl de los extractos de proteinas (A y C), y se cargé un control de solucion |

I
|
‘ dendrorhous. Se muestra la aparicion de un halo alrededor del pocillo. En los pocillos se
‘ buffer citrato-fosfato pH 4,6 (B). Los ensayos se realizaron a pH 4,2 (A y B) y 4,6 (C).
f

Las placas se incubaron 3 dias a 15° C. l
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Figura 6. Curva de crecimiento de X. dendrorhous UCD 67-385 / SDS-PAGE. Se
tomaron alicuotas en cada punto que se indica (0 a 6) y se extrajeron las proteinas
extracelulares totales. A las muestras se les determind la actividad micocida sobre un
césped de R. sloffiae a pH 4,6 y 15 °C. Los extractos de proteinas totales se resolvieron
en PAGE-SDS al 12%. Carriles: 0 al 6, muestras obtenidas en distintos puntos de la
curva de crecimiento. 7 y 8, muestras obtenidas desde cultivos de la cepa de X.
dendrorhous CBS 6938, en fase exponencial y estacionaria de crecimiento,
respectivamente. Los resultados de los ensayos de actividad micocida de las muestras se
indican en la parte inferior del gel. Las flechas indican las bandas proteicas que difieren

entre ambas cepas y que eventualmente corresponderia(n) a la(s) toxina(s).
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DISCUSION

El fenotipo micocida es ecologicamente relevante pues representaria una ventaja
adaptativa dentro de la competencia por una fuente de carbono compartida entre
levaduras en el ambiente natural. En los exudados de savia primaverales de drboles de
regiones como Rusia, Italia o Alemania se han encontrado grupos muy heterogéneos de
levaduras dependiendo de las condiciones de temperatura dominantes. Las heladas
nocturnas al final de la estacién favorece la llegada de nuevas levaduras, produciéndose
una sucesién de nuevos consorcios (Weber, 2006). Las levaduras X. dendrorhous y
Trichosporon pullulans predominan como colonizadores tardios en estas sucesiones.
Esta ultima levadura tiene actividad micocida ya descritz: (Golubev y cols., 2002). Estos
antecedentes sugieren que en condiciones ambientales X. dendrorhous posee alguna
ventaja adaptativa que le ha permitido desplazar a los competidores de las etapas
tempranas de colonizacidn del nicho.

En este trabajo se ha mostrado la existencia de un fenotipo micocida de varias
cepas de X. dendrorhous sobre al menos sobre 3 especies del género Rhodotorula en un
rango de pH 4cido. Este fenotipo podria explicar que X. dendrorhous desplace a
levaduras del género Rhodotorula presente durante las etapas tempranas de colonizacién
de los exudados. Ademsds, esta sensibilidad es mayor a menores temperaturas (15 y

10°C) lo que concuerda con las temperaturas en las cvales X. dendrorohous se desarrolla

3

en su ambiente natural.
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Los extractos de proteinas extracelulares que se obtienen casi al finalizar la fase
exponencial y comienzo de la estacionaria son tdxicos para Rhodotorula. Esto indica
que el factor micocida producido es liberado al medio y que no se trata de una toxicidad
por contacto entre las células sensibles y las micocinogénicas.

Se puede especular sobre la naturaleza proteica del factor téxico, pues en al
menos dos de las muestras con los extractos extracelulares se correlaciona su actividad
micocida con la presencia de las bandas proteicas de tamafios ~18 y 16 kDa (y otras dos
mucho menores) que no aparecen en la cepa CBS 6938, la cual no presenta actividad
micocida. Sin embargo, estas bandas proteicas se correlacionan con una actividad
micocida sélo en el inmicio de su aparicion (78-96 h), pues luego de las 96 h de
crecimiento del cultivo aiin prevalecen en las muestras extracelulares que ya no son
téxicas. Esta inhibicion de la actividad puede deberse a que las toxinas producidas
simplemente ya no son funcionales y se estdn acumulando en el medio extracelular.

Este comportamiento en la cinética de produccidn y actividad micocida condicen
con los reportados para cepas de S. cerevisize (Ouchi y cols., 1978) y P. anomala
{Sawant y cols., 1988). Estas levaduras comienzan a producir sus toxinas durante su fase
exponencial y hasta el final de 1a misma.

Las micotoxinas de S. cerevisige varian su tamafio en un rango de 13 a 20 kDa
(K2 y K1 respectivamente). Ademds, se han reportado tamafios de 10 y 180 kDa para la
zigocina de Z. bailii ¥ la toxina trimérica de K. Jactis. Por lo tanto, los tamaiios
encontrados para las 2 bandas proteicas mayores (alrededor de 16 y 18 kDa) en X.

dendrorhous son razonablemente similares, y podrian corresponder a micotoxinas.
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CONCLUSIONES

- Se determind que 6 cepas de X. dendrorhous (UCD 67-385 y 210; CBS 5908; VKM Y-
2786, 2266 y 2059) son micocidas sobre levaduras del género Rhodotorula en un rango
de pH 4,2 a 5,4 y temperatura de 10 a 22°C. Solo 2 cepas (UCD 67-383 y CBS 6938) no

presentan actividad sobre esas mismas levaduras.

- Se determiné actividad micocida de dos cepas de X. dendrorhous (UCD 67-210 y 385)
sobre Kloeckera apiculata. Esta actividad se presenté en un rango reducido de
temperatura (10 y 15°C) y pH (4,2-4,6). Ademais, se determino actividad micocida de la
cepa UCD 67-385 sobre Bulleromyces albus. La actividad fue reducida en un rango de

temperatura (15 y 22°C) y pH (4,2)

- Se observd que la actividad micocida se debe a un factor téxico que es exportado al
medio extracelular, La mayor produccién de este factor micocida activo ocurre al final
de la fase exponencial del crecimiento de la levadura e incluso al comienzo de la fase
estacionaria. Posterior a esto la actividad micocida ya no es observada, Es probable que

esta actividad se deba a alguna proteina de 16-18 kDa de tamatio.
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