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RESUMEN

El continente antértico es uno de los ambientes mas extremos del planeta, sin embargo,
es el habitat de una gran ;rariedad de microorganismos, entre los que se incluyen las
levaduras, de las cuales tenemos un escaso conocimiento. El estudio de levaduras de
origen antdrtico, y ambientes frios en general, ha aumentado principalmente debido a su
potencial biotecnoldgico en el cual las enzimas activas a baja tempera, tales como
lipasas, xilanasas y proteasas, entre otras, son de gran interés en diferentes areas
industriales. Por otro lado, la actividad llamada “killer”, propuesta como mecanismo de

competencia, s6lo ha sido estudiada a partir de levaduras mesdfilas y poco se sabe

acerca de ella en levaduras desde ambientes frios y en especial desde la region antértica.

El fenémeno killer fue descubierto en 1963 en una cepa de Saccharomyces cerevisiae la
cual era capaz de se{:retar proteinas (toxinas killer o micocinas) con la capacidad de
matar células sensibles de género igual o relacionado sin un contacto directo célula-
célula. Este fenémeno es muy frecuente en levaduras y representa un mecanismo de
competicioén por interferencia, donde la produccién de micocinas impide al competidor
tomar acceso a los recursos. Las bases genéticas de este fendmeno son variables y la
toxina puede ser codificada tanto por genes nucleares como por elementos genéticos
extracromosémicos, sin embargo, todas las micocinas descritas son producidas
Optimamente durante la fase de crecimiento exponencial y en general tiene un perfil de
actividad de pH bajo. Las levaduras micocinogénicas, asi como sus toxinas, han sido

utilizadas en las ultimas décadas principalmente en la industria fermentativa para

combatir los contaminantes que pueden aparecer durante la produccion de vino, cerveza




y pan, aunque también presentan gran utilidad en medicina, para el tratamiento de
infecciones por hongos en humanos y animales, y biologia molecular, para estudiar los

mecanismos de procesamiento y secrecion de proteinas, entre otros.

En estudios anteriores de nuestro grupo, 21 cepas de levadura aisladas de muestras de
suelo de la Isla Rey Jorge del territorio antdrtico chileno fueron analizadas para
determinar si este mecanismo de competencia estd presente en ecosistemas antrticos. Se
determind, a partir de ensayos realizados en colonia, que 20 de las 21 cepas presentaban
actividad micocida contra al menos una especie de levadura. Este tipo de ensayos, si
bien permite determinar la existencia del fenotipo, no entrega informacion de Ila
naturaleza del factor responsable de la actividad y tampoco si es secretado al medio o
no. En el presente trabajo se analizé la actividad killer de las 20 cepas de levaduras que
inicialmente mostraron actividad antimicética en ensayos a partir de colonia, agregando
al ensayo cuatro nuevas levaduras, de las cuales no se tenia ninglin antecedente con
respecto al fenotipo killer. El ensayo fue llevado a cabo utilizando extractos proteicos
extracelular obtenidos desde cultivos celulares, con lo cual se determiné que al menos
nueve de las 24 levaduras analizadas secretan algin tipo de micocina, entre las cuales
destacan Candida parapilopsis y Wickerhammomyces anomalus por su amplio rango de
actividad y didmetro e intensidad de halo de muerte generado. En la mayoria de las
cepas analizadas, la actividad killer se mantuvo en la fraccion obtenida al precipitar las
proteinas con una saturacion de sulfato de amonio del 80% y mediante SDS-PAGE se
identifico una banda correspondiente a 7-9 kDa, la cual podria corresponder a algiin tipo

de micocina,
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ABSTRACT

The continent of Antarctica is considered one of the most extreme environments in the
planet; however, it is the habitat of microorganism such as the yeasts, which are still
poorly known. The study of yeasts from Antarctic and others cold environments has
increased mainly due to its potential application in biotechnology, in which the cold-
active enzymes produced by these yeasts, such as lipase, xylanase and protease are of
great interest in different industrial areas. On the other hand, the phenomenon called
“killer” activity, proposed as a competition mechanism, has been studied only in
mesophilic yeasts and little is known in yeasts from cold environment and especially

from Antarctic.

The killer phenomenon was discovered in 1963 in a Saccharomyces cerevisiae strain
that was able to secrete a protein (killer toxin or mycocin), which kills sensitive cells of
the same or related yeast genera without direct cell to cell contact. This phenomenon is
very frequent among yeast and represents a mechanism of interference competition,
where the production of mycocins prevents a competitor from gaining access to

resources.

The genetic basis for this phenomenon is variable and the toxin can be encoded by the
nuclear genes or by extrachromosomal genetic elements. All described mycocins are
optimally produced during exponential phase of growth when resources are abundant

and in general are more active at low pH values.
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Killer toxins and toxin-producing killer yeast have been used during last decades
principally in fermentation industries to control contaminating yeasts during the
production of wine, beer and bread. Furthermore, killer yeasts are very useful in
medicine, in the treatment of human and animal fungal infections and in molecular

biology, as model system to study the mechanism of protein processing and secretion.

In previous studies of our group, 21 yeast strains isolated from soil samples of the Isla
Rey Jorge in the Antarctic region were analyzed to determine if this mechanism of
competition is present in Antarctic ecosystems. A total of 20 of 21 yeast strain studied
showed killer activity against at least one yeast species, in colony assays. With this kind
of assay it can be determined the existence of the phenotype, but no the nature of the

factor responsible of the activity nor if it is excreted to the medium.

In the current work, it was analyzed the killer activity using the extracellular protein
extracts obtained from culture of 25 yeast strains, of which was determined that at least
nine of these yeast can excrete some kind of mycocin, among which C. parapilopsis and
W. anomalus showed the best activity range and produce the bigger death halo. In every
yeast strain analyzed, the killer activity was remained in the fraction 80 and by SDS-
PAGE, it was founded a 7-9 kDa protein band in the fraction 80 of the analyzed extracts,

which probably correspond to some kind of mycocin.
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1. INTRODUCCION

El continente antirtico ocupa un area de 14 millones de kildmetros cuadrados y estd
cubierto en un 99% por hielo y nieve. Ademas de ser muy helado, el continente antértico
es también uno de los lugares mas secos y ventosos de todos los hébitats conocidos, el
cual estd sometido a altas tasas de radiacion solar, por lo que se considera un habitat
muy extremo. Sin embargo, a pesar de estas condiciones, el continente antartico posee
una enorme riqueza biolégica, siendo el hospedero de un gran niimero de bacterias,
levaduras, hongos, liquenes, invertebrados, aves y mamiferos (Satyanara y col, 2009). A
los microorganismos de origen antdrtico y regiones frias en general, se les conoce como
psicrofilos o psicrotolerantes. El término psicréfilo (originalmente descrito para
bacterias) hace referencia a aquellos microorganismos capaces de crecer a temperaturas
cercanas a 0°C, siendo su temperatura 6ptima de crecimiento de 15 °C o menor y su
temperatura maxima de crecimiento debe estar por debajo de 20°C, mientras que los
microorganismos psicrotolerantes, a pesar de crecer a temperaturas cercanas a 0°C, su

temperatura Optima de crecimiento es de 20 a 40°C (Castillo y cols, 2005).

Las levaduras son un grupo de microorganismos eucariontes capaces de sobrevivir en un
extenso rango de habitats diferentes. Debido a su habilidad Unica para sobrevivir y
crecer a bajas temperaturas, las levaduras de origen antartico han ido adquiriendo cada
vez mas relevancia, ya que la obtencidén de enzimas activas a bajas temperaturas, tales
como lipasas, xilanasas, fitasas y proteasas, entre otras, son de gran interés en el 4rea de
la biotecnologia industrial (Satyanarayana y col, 2009, Liu y col, 2012). Ademés de

estas enzimas, las toxinas Killer han ido ganando interés en las tltimas décadas debido a




su potencial biotecnologico en diferentes areas. Sin embargo, esta actividad se ha
estudiado principalmente en levaduras mesofilas, y muy poco se sabe de ellas y de sus
toxinas a partir de levaduras obtenidas de ambientes frios como la Antartica (Hua y col,
2010), siendo la levadura Mrakia fiigida el Gnico reporte de una levadura psicrofila que

presenta el fenotipo killer (Hua vy col. 2010).

Toxinas Killer (Micocinas)

En contraste a los antibidticos antibacteriales, bacteriofagos y bacteriocinas, que fueron
descritos a comienzos del ultimo siglo, un fendmeno similar fue demostrado en
levaduras mucho mas tarde, en 1963, cuando Bevan y Makover descubrieron una cepa
de Saccharomyces cerevisiae capaz de matar células de género igual o relacionado.
(Schmitt & Breinig, 2002). El descubrimiento de esta cepa de Saccharomyces cerevisiae
capaz de secretar proteinas o glicoprotefnas, llamadas toxinas killer, y su asociacion
fenotipica con la presencia de virns de RNA de doble hebra (dsRNA) heredados
citoplasmadticamente, marcé el comienzo de las investigaciones dentro del campo de la
virologia en levaduras en los inicios de la década del 70 (Schmitt & Breinig, 2006).
Estas toxinas pueden matar a células sensibles de género igual o relacionado sin un
contacto directo célula-célula, pero resultan inactivas contra bacterias y protozoos
(Salgado v col, 2002). Aunque las cepas killer son por si mismas inmunes a su propia
toxina, permanecen susceptibles a las toxinas secretadas por otras cepas (Schmitt &

Breinig, 2002) (Figura 1).




Figura 1: Efecto antimicotico producido por diferentes levaduras sobre un césped
sensible de Rhodotorula laryngis. Wickerhammomyces anomalus (izquierda) presenta el
fenotipo killer y secreta una toxina que difunde en el agar e impide el crecimiento de
Rhodotorula laryngis, mientras que Leucosposridiella fragaria (derecha) no presenta el
fenotipo killer y no produce ningin efecto sobre Rhodotorula laryngis. El halo de
coloracion azul (flecha) indica que las células han muerto por efecto de la toxina.
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Dentro de poco llegd a ser evidente que las cepas killer productoras de toxinas tienen
una importante actividad antimicdtica y no estan restringidas sélo a Saccharomyces
cerevisiae, sino que son encontradas frecuentemente en otras especies y géneros de
levaduras (Schmitt & Breinig, 2006, Hodgson y col, 1995). Las toxinas fueron llamadas
micocinas y las cepas killer, micocinogénicas, en orden de enfatizar la naturaleza
general de esta interaccién antagénica (El Baz & Shetaia, 2005). El fenotipo killer es
muy frecuente en levaduras y puede ser encontrado tanto en cepas ambientales como en
colecciones de laboratorio (Schmitt & Breinig, 2002) y la naturaleza de este fenémeno
en levaduras, bacterias y protistas sugiere que este es un mecanismo natural de
competicién por interferencia, donde la produccion de un compuesto téxico impide al
competidor tomar acceso a los recursos del medio, resultando en una disminucién en el
tamafio de la poblacién de la especie menos competitiva (Starmer y col, 1987). Ademas,
ha sido demostrado que las toxinas pueden afectar directamente la distribucién de cepas
sensibles a ellas, e indirectamente, la distribucidn de otras levaduras que interactiian con
estas ultimas (Ganter & Starmer, 1991). El rol ecolégico del fenémeno killer en
levaduras ha sido estudiado extensamente en comunidades de levaduras, principalmente
en frutas y tallos en descomposicion, y en moho en crecimiento. Un cuarto de las cepas
de levaduras aisladas de frutas son micocinogénicas, por lo que las frutas parecen ser
uno de los habitats més importantes para el fenémeno killer, tanto por su bajo pH como
por su alta concentracién de azicar. En la naturaleza, algunas levaduras requieren de
vectores eficientes tales como insectos para transferirse de un medio a otro, y las frutas
son visitadas por una gran variedad de vectores de levaduras, como Drosopjila species.

El rol del fenomeno killer es de vital importancia en este tipo de sistemas en el cual los



insectos pueden llevar diferentes levaduras las cuales son capaces de colonizar los

medios en que el insecto se deposita (Magliani y col, 1997).

Estudios han revelado que en la mayoria de las cepas Killer de Saccharomyces.
cerevisiae, la toxina es codificada por un dsRNA linear (Kurztman & Fell, 1998,
Wickner, 1996), sin embargo, las bases genéticas de este fenotipo son variables y la
toxina puede estar codificada por genes nucleares o por elementos genéticos
extracromosomicos, tales como plasmidos lineales de dsDNA o moléculas de dsRNA
encapsuladas dentro de particulas tipo-virus (VLPs; Virus Like Particles) (Figura 2)

(Magliani y col, 1997).

Todas las micocinas estudiadas son de naturaleza proteicas y tienen un peso molecular
que varia entre 10 y 20 kDa, aunque se han encontrado micocinas cuiyo peso molecular
alcanza los 100 kDa (Kurztman & Fell, 1998). Las toxinas son producidas dptimamente
durante la fase de crecimiento exponencial, cuando los recursos son abundantes, y en
general tienen mayor actividad a pH bajo, 3 a 6, con un rango Optimo de pH entre 4 y 5
(Kurztman & Fell, 1998; Starmer y col, 1987), por lo que una de las condiciones mas
importantes para la deteccion de la actividad killer es el pH del medio de cultivo usado
en los ensayos. Ademds, las micocinas son mas estables en medio sdlido, ya que la
agitacién puede causar su inactivacion debido a la formacién de puentes disilfuro entre
residuos de cisteina de la toxina (Wilson & Whittaker, 1989). La relacion entre el
tamafio del inéculo de la cepa sensible y la cepa micocinogénica influencia en la
sensibilidad del ensayo y en algunos casos, la adicién de glicerol 10-15% incrementa el

tamafio del halo de inhibicién y facilita su interpretacién (Lehmann y col, 1987).




Figura 2: Ciclo de replicacion de un virus killer y de su virus helper. Tanto el virus
killer (M) como el virus helper (L-A) son virus de RNA de doble hebra. Ambos
compiten por las proteinas virales Gag y Gag-Pol codificadas por el virus helper, las
cuales son esenciales para (a) encapsidacion del RNA de hebra simple, (b) ensamblaje
del virion, (c) sintesis de la hebra negativa de RNA (replicacion), (d) sintesis de la hebra
positiva de RNA (transcripcién) y liberacion de la particula dentro del citosol, (e)
traduccion del RNA de hebra simple y (f) union al RNA de hebra simple.




Sistema Killer en Saccharomyces cerevisiae

El sistema killer mds estudiado hasta ahora es el de Saccharomyces cerevisiae, el cual ha
sido descrito en detalle en una extensa lista de revisiones. Las toxinas Kkiller de
Saccharomiyces cerevisiae, llamadas K1, K2 y K28, son codificadas por diferentes
dsRNA satélites, llamados M1, M2 y M28, respectivamente, los cuales son heredados
citoplasméticamente y encapsidados en VLPs. Para su replicacién y encapsidacién
dependen de otro grupo de virus, llamados helper (L-A) (Figura 2) (Manfred & Schmitt,
2006, Marquina y col, 2002, Wickner, 1996). Inicialmente, la toxina es sintetizada como
una pre-protoxina la cual es modificada post traduccionalmente en el reticulo
endopldsmico y en el aparato de Golgi, lo que termina con la secrecién de una toxina
madura a través de vesiculas secretoras (Figura 3) (Marquina y col, 2002). La cantidad
de toxina en el medio extracelular puede disminuir debido a la presencia de proteasas y a
la unidn a receptores para la toxina en la propia cepa productora (Hutchins & Busset,
1983). A pesar de que las cepas micocinogénicas poseen receptores para la toxina, ellas

permanecen inmunes a esta {Marquina y col, 2002).

Las principales toxinas de Saccharomyces cerevisiae son llamadas K1 y K2 y son muy
similares en su modo de accion. Estas actan a nivel de membrana, interactuando con el
receptor de la pared celular, (1->6)-B-D-glucano, de la célula sensible, y luego, a través
de una reaccién dependiente de energia, la toxina produce dafio en la membrana
plasmética, generando un poro por el que pueden transitar inicialmente protones y iones

de potasio, y luego, en un estado mas avanzado, moléculas de mayor masa molecular
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Figura 3: Via secretora de una toxina killer en Sacharomyces cerevisiae. Luego de la
traduccién de la pre-protoxina, esta es importada al reticulo endopldsmico donde la sefial
de secrecidn N-terminal es removida por clivaje. En un compartimiento del aparato de
Golgi, la endopeptidasa Kex2p corta Ia regidn pro y remueve la secuencia intramolecular
v y finalmente dirige la secrecidn de la toxina madura a través de vesiculas secretoras.



tales como glucosa y ATP, alterando la permeabilidad y el gradiente electroquimico de

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

Aplicaciones

Durante las 0ltimas tres décadas, las levaduras killer y sus toxinas han sido de utilidad
en diferentes dreas (Schmitt & Breinig, 2002). Estas han sido usadas como modelo de
estudio para entender los mecanismos de regulacioén en el procesamiento, secrecion e
interaccion de toxinas con células sensibles en eucariontes. También, el sistema killer de
levaduras provee un modelo til para el estudio del control y expresion de virus
eucariontes. Ademas, este fendmeno tiene utilidad biotecnoldgica en la industria de
bebidas fermentadas y en medicina, en el desarrollo de nuevos antimicoticos para el
tratamiento de infecciones por hongos en humanos y animales, en la preservacion de
alimentos (levaduras como agentes de bio-control), en el biotipificado de levaduras
patogenas de importancia médica y en el drea de tecnologia de DNA recombinante, en la
cual el plasmido killer de S. cereviciae y de K. lactis tienen el potencial de servir como
vector de clonacidn para la secrecién efectiva de polipétidos (Schmitt & Breinig, 2002;

Marquina y col, 2002).

En trabajos previos, nuestro grupo evalud la actividad micocida cruzada de 21 cepas de
levadura aisladas de muestras de suelo obtenidas de la Isla Rey Jorge del territorio
antartico chileno (Tabla 1). El ensayo se efectud sembrando las levaduras sobre un

césped confeccionado con otras levaduras, con lo que se determiné que 20 de las

especies de levadura ensayadas presentan el fenotipo killer. Sin embargo, debido a la
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naturaleza del ensayo realizado, no es posible afirmar que dicha actividad se deba a un
factor de naturaleza proteica excretado al medio, ya que otros tipos de antagonismo,
tales como desplazamiento por competencia, acidificacién del medio y/o secrecién de

enzimas hidroliticas también podrian dar como resultado un fenotipo positivo.

El objetivo del presente trabajo fue confirmar si el fenotipo killer observado previamente
es debido a un factor de naturaleza proteica que es excretado al medio. Por ello, los
analisis se realizaron usando extractos proteicos extracelulares obtenidos a partir de las
20 cepas de levaduras que inicialmente mostraron actividad antimicética en ensayos a
partir de colonia, agregando cuatro nuevas especies de levadura al ensayo (Mrakia
gélida, Rhodotorula musilaginosa, Mrakia roberti y Candida parapilopsis), de las

cuales no se tenia ningln antecedente con respecto al fenotipo killer.
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2. HIPOTESIS

El fenotipo killer observado en las levaduras antérticas se debe a factores de naturaleza

proteica excretados al medio.

12




3. OBJETIVO
Objetivo General

Determinar si la actividad antimicética de levaduras corresponde a un factor de

naturaleza proteica que es excretado al medio,

Objetivos Especificos

1. Extraccion de las proteinas extracelulares totales desde cultivos celulares y
anélisis de su actividad antimicdtica.

2. Fraccionamiento de las muestras que poseen actividad antimicotica y
determinacion de la fraccién con actividad,

3. Caracterizacién del perfil proteico de muestras que presentan actividad

antimicotica.

13




4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

4.1.1. Cepas

Las cepas fueron aisladas de muestras de suelo recolectadas de la Isla Rey Jorge ubicada

en el territorio Antértico Chileno y se encuentran listadas en la Tabla 2.

4.1.2. Reactivos quimicos

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

Chemical, Merk y Difco Laboratorios.

4.2, Métodos

4.2.1. Medio de cultivo

Las células fueron crecidas en medio YM liquido conteniendo 1% de glucosa, 0,3% de
extracto de levadura, 0,3% de extracto de malta y 0,5% de peptona, sometidas a una
agitacion de 160 rpm e incubadas a la temperatura 6ptima de crecimiento de cada cepa
(Tabla 2). Placas con medio YM-MB (YM conteniendo 0,003% de azul de metileno y

1,5% agar) fueron utilizadas para el ensayo de actividad killer.

4.2.2. Extraccién de proteinas extracelulares totales

50 ml de cultivos celulares fueron centrifiigados a 6.000xg durante 10 min a 4°C. El

sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de fiuoruro de polivinilideno de

14




Tabla 2. Levaduras antarticas

Levaduras antarticas

Cepa

Temperatura optima de crecimiento

W. anomalus
R. musilaginosa
C. parapilopsis

30°C

Le, creatinivora
C. sake
D. fristingensis
Sp. Salmonicolor
R. laryngis
Cr. victoriae
Cr. Gastricus
Cr. Gilvescens
H. watticus

22°C

M. gélida
M. roberti
G. antartica
Mrakia spl
M. blollopis
R. glacialis 1
Leuconeurospora. spl
Leuconeurospora. sp2
Cr. sp

15°C

M. bicuspidata
M. psychrophila
R. glacialis 2

10°C

Se muestran las 24 levaduras utilizadas para los ensayos de actividad micocida en placa.
Las levaduras estan agrupadas de acuerdo a su temperatura 6ptima de crecimiento.

15




0,45 mm (Millipore). Al sobrenadante se le adiciond gradualmente sulfato de amonio
(NH4)280, hasta alcanzar una saturacion del 80% y las muestras fueron centrifugadas a
9.000xg durante 15 minutos para precipitar las proteinas. Finalmente, el pellet de
proteinas fue suspendido en 1,5 ml de buffer Tris-HCI 100 mM pH 7, dializadas con
Tris-HCI por 24 horas a 4°C para quitar la sal y guardadas con glicerol a -20°C hasta su

andlisis.
4.2.3. Fraccionamiento de proteinas

200 ml de cultivo fueron centrifugados a 6.000xg durante 10 min a 4°C. El sobrenadante
fue filtrado a través de una membrana de fluoruro de polivinilideno de 0,45 mm
(Millipore). Al sobrenadante se le adiciond secuencialmente sulfato de amonio
(NH4),S0, hasta alcanzar una saturacién del 20%, 40%, 60% vy 80%. Cada fraccion fue
centrifugada a 9.000xg durante 15 minutos. El pellet fue suspendido en 5 ml de buffer
Tris-HCI 100 mM pH 7, dializadas con Tris-HCI por 24 horas a 4°C y guardadas con
glicerol a -20°C hasta su analisis. S6lo fueron sometidas a fraccionamiento las levaduras
C. parapilopsis, W. anomalus, M. gelida, Leuconeurospora spl, Leuconeurosporasp2y

R. musilaginosa.
4.2.4. Ensayo de actividad micocida a partir de extractos proteicos

El fenotipo killer fue determinado mediante Ia técnica MBA (methylene blue agar) de
Somer y Bevan (1969). El césped sensible fue preparado mezclando 5 ml de cultivo
fresco con 50 ml de YM-MB conteniendo azul de metileno al 0,003%, a 45°C. Una vez

gelificado el agar, se perforaron pocillos de 10 mm de didmetro en el césped y se

16




inocularon con 50 pL de cada extracto proteico. El didmetro del halo de muerte fie
medido luego de la incubacién por 2 a 5 dias a 10°C, 15°C o 22°C, segin corresponda
(Tabla 2). La actividad killer fue reconocida por una regioén de células coloreadas de azul
o por una zona clara de inhibicién delimitada por células coloreadas de azul alrededor de
los pocillos (Figura 4). Si la cepa inoculada fue rodeada por un halo azul, la cepa fue

designada como micocinogénica y el césped como sensible,

Para determinar la naturaleza proteica del extracto, las muestras fueron incubadas entre

90°C a 100°C durante 10 min y ensayadas sobre el césped sensible.

4.2.5. Ensayo de actividad micocida a partir de colonias

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

colonia (Figura 1).

4.2.6. Electroforesis de proteinas

Para obtener el perfil proteico de las muestras de proteina, los extractos libres de células
fueron separarados en un gel SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE). El

gel separador fue preparado a una concentracién final del 10% a partir de una solucién

stock de acrilamida al 30%, Tris 1,5M pH 8,8 y SDS, el cual fue polimerizado




Figura 4: Halo de muerte producido por la actividad micocida de un extracto proteico.
Efecto producido por el extracto proteico de una levadura micocinogénica sobre un
césped sensible de G. antartica. Las flechas indican el precipitado de azul de metileno o
halo de muerte.
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quimicamente por la adicion de TEMED y persulfato de amonio, mientras que el gel
concentrador fue preparado a una concentracion final del 5% utilizando Tris 1 M pH 6,8.
La composicion del buffer de electroforesis fue de 1,51 g de Tris, 7,25 g de glicina, 5
mL de SDS al 10% y 500 mL de agua. Las muestras fieron preparadas homogenizando
30 pI de cada extracto proteico con 10 puL de buffer de carga denaturante, y hiego
fueron sometidas a un tratamiento térmico de 100°C durante 10 minutos. Las muestras
fueron cargadas en el gel y separadas a un voltaje de 120 V, y finalmente tefiidas con
nitrato de plata (Rabilloud y cols, 1994) para observar las bandas en el gel. Para

determinar el tamafio de las bandas se utilizd el marcador “PageRuler Prestained

Protained Ladder” de la marca Thermo Scientific.




5. RESULTADOS

5.1. Actividad micocida: Andlisis de extractos proteicos extracelulares totales

El azul de metileno es capaz de ingresar a las células muertas, por lo que un halo azul
alrededor de los pocillos indica actividad micocida (Figura 4). El didmetro del halo de
muerte fue medido luego de la incubacién por 2 a 5 dias a 10°C, 15°C o 22°C, de

acuerdo a la temperatura optima de crecimiento de cada cepa (Tabla 2).

La levadura C. parapilopsis fue la que presentd el mayor rango de actividad, tanto
contra levaduras cuya temperatura optima de crecimiento es de 10°C, 15°C y 22°C
(Tabla 3), donde se incluyen levaduras del género Cryptococeus, Dioszegia,
Leucosporidiella, Rhodotorula, Mrakia y Leuconeurospora, entre otras, lo que da cuenta
de su amplio rango de actividad antimicética. El halo de muerte generado por esta cepa
presenta los mayores didmetros dentro en todos los ensayos, alcanzando un radio de
hasta 5,6 mm contra L. creatinivora (Figura 5, A) y un minimo de 3,8 mm contra R.
glacialis 1. Ademds, es importante destacar que C. parapilopsis presenta actividad

contra la levadura Metschnikowia bicuspidata, un patégeno de cangrejo.

W. anomalus present6 un gran espectro de accién, mostrando actividad contra levaduras
cuya temperatura 6ptima de crecimiento es de 22°C y 15°C, y produciendo un halo de
muerte de hasta 5,2 mm de radio contra un césped sensible de Cr. gastricus (figura 5,
B). Sin embargo, a diferencia de C. parapilopsis, W. anomalus no presentd actividad
contra las cepas D. fristingensis, L. jfragaria, L. creatinivora, R. glacialis 1,

Leuconeurospora. spl y Cryptococcus. sp,, y tampoco contra levaduras cuya
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Figura 5: Actividad micocida de extractos proteicos extracelulares. A, efecto de los
extractos proteicos obtenidos a partir de R. musilaginosa (R. mu), M. roberti (M.rob), C.
parapilopsis (C. pa) y medio YM sin inocular (YM) sobre un césped de L. creatinivora.
B, efecto de los extractos proteicos obtenidos a partir de Rhodotorula glacialis 2 (R.
gla2), C. sake (C. sak), R. laryngis (R. lar), W. anomalus (W. ano) y medio YM sin
inocular (YM) sobre un césped de Cr. gastricus. Los nombres con asterisco
corresponden a los extractos incubados a 90°C durante 10 minutos. Las flechas indican
el precipitado de azul de metileno o halo de muerte.
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temperatura optima de crecimiento es de 10°C, tales como M. psychrophila, M. victoriae

y Rh. glacialis 2.

M. gelida mostr6 actividad contra una gran variedad de especies de levaduras cuyo
crecimiento ptimo es a 22°C y 15°C, sin embargo, los didmetros del halo de muerte
fueron pequefios comparados con los halos producidos por C. parapilopsis 'y W.
anomalys, y la intensidad de estos también fue menor. Levaduras como C. sake, M.
bictoriae, Rh. mucilaginosa, Leuconeurospora sp2, Lecosporidiella spl y M. blollopis
revelaron un bajo espectro de acci6n, mostrando actividad contra 3, 3, 2, 4, 3 ¥ 2 cepas,
respectivamente, con un didmetro e intensidad de halo de muerte muy pequefio, entre las
cuales destaca C. sake por la generacion de halos blanco de inhibicién en los céspedes
sensibles (Figura 6 A y B). En cambio, levaduras como S. salmonicolor, D. fiistingensis,
Cr. gastricus, Cr. victoriae, Cr. gilvescens, Cryptoccocus. sp, H. watticus, R. laryngis, L.
creatinivora, G. antartica, M. psychrophila, R. glacialis 1, R. glacialis 2 y M. roberti no

mostraron actividad contra ninguna de las levaduras ensayadas.

Los extractos proteicos fireron ademas incubados por 10 minutos a 100°C y ensayados
sobre los céspedes sensibles. Los resultados muestran que la actividad micocida se
perdié parcial o completamente luego del tratamiento térmico, lo que sﬁgiere una
naturaleza proteica de los factores secretados al medio (Figura 5 y 6). Ademas, se utilizé
como control medio YM suplementado con glucosa al 1%, el cual no mostré actividad
sobre ninguna de las levaduras sensibles, lo que permite descartar la influencia de

alguno de los componentes del medio sobre los resultados obtenidos.
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Figura 6: Actividad micocida de C. sake. A, efecto del extracto proteico de C. sake (C.
sak) sobre un césped de Cr. gilvescens. B, efecto del extracto proteico de C. sake sobre
un césped de Cr. gastricus. Los nombres con asterisco corresponden a los extractos
incubados a 90°C durante 10 minutos (C. sak*) y los nombres con un apostrofe al final
corresponde a una colonia (C. sak’). Las flechas negras indican el precipitado de azul de
metileno o halo de muerte y las flechas blancas, el halo de inhibicion.
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5.2. Fraccionamiento de proteinas

El fraccionamiento de proteinas se basa en la técnica salting out, la cual puede ser usada
para separar proteinas basado en su solubilidad bajo la presencia de una elevada
concentracién de sal, de esta forma, mediante esta técnica se logra remover a las
proteinas que son poco solubles de aquellas que son mas solubles, haciendo de este un

buen paso inicial de purificacion de proteinas (Duong-Ly, K. y cols, 2014).

Una vez obtenido el perfil de actividad de los extractos proteicos de cada levadura, se
seleccionaron las levaduras C. parapilopsis, W. anomalus, M. gelida, Leuconeurospora
spl, Leuconeurospora sp2 y R. musilaginosa y se realizo el fraccionamiento de las
proteinas extracelulares (Tabla 4). Las fracciones obtenidas para cada levadura
corresponden a una precipitacion de proteinas con sulfato de amonio a una saturacion de
20%, 40%, 60% y 80%, llamadas fraccion 20, fraccién 40, fraccion 60 y fraccion 80,

respectivamente.

Al ensayar C. parapilopsis sobre un césped sensible de R. laryngis, se observé un halo
de 10 mm de radio en la fraccién 80 (Figura 7, A), mostrando la actividad micocida més
'
potente entre las cepas analizadas, De la misma forma, W. anomalus mostrd una fuerte
actividad micocida en la fraccion 80, con un halo de muerte de radio 7 mm (Figura 7,
B). Cabe destacar que ambas cepas mostraron actividad en la fraccién 80 tanto en el
extracto sin tratar asi como también en la fraccion incubada a 100°C por 10 minutos. Las
cepas restantes, M. gelida, Leuconeurospora spl, Leuconeurospora sp2 y R

musilaginosa, todas mostraron una leve actividad en la fraccion 80 y esta se perdid
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Tabla 4. Actividad micocida de [as fracciones obtenidas por precipitacién con sulfato de

amonio
Césped Sensible {halo en mm}
R.ar | Crwvic | M.spl | Le.spl | G.ant

W.ano 20 - nd nd nd nd
W.ano 40 - nd nd nd nd
W.ano 60 - nd - nd -
W.ano 80 7 nd 55 nd 5
C.pa20 - nd nd nd nd
C.pa 40 - nd nd nd nd
C.pa 60 - nd - nd -
C.pa 80 ) nd 12 nd 7
Le.spl 20 - - nd nd nd
Le.sp2 40 - - nd nd nd
Le.spl 60 nd |4 3 nd nd

‘% Le.spl 80 nd 2,5 1 nd nd

£ |Lesp220 [nd |- nd nd nd

- Le.sp2 40 nd - nd nd nd
Le.sp2 60 nd |- nd nd nd
Le.sp2 80 nd 2,5 nd nd nd
R.mu 20 nd - nd nd nd
R.mu 40 nd |- nd nd nd
R.mu 60 nd - nd nd nd
R.mu 80 nd 1 nd nd nd
M.ge 20 nd - nd - nd
M.ge 40 nd - nd - nd
M.ge 60 nd - nd - nd
M.ge 80 nd 1,2 nd 1 nd

nd: No determinado; -: No se observd halo de muerte; +: Halo entre 0,5 y 2,1mm; ++: Halo entre 2,2 y

4,4mm; +++: Halo >4,4mm
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Figura 7: Actividad micocida de extractos proteicos extracelulares (C. parapilopsis y W.
anomalus) obtenidos por precipitacion con sulfato de amonio al 20, 40, 60 y 80% de
saturacion. A, efecto de C. parapilopsis (C. pa) sobre un césped de R. laryngis. B, efecto
de W. anomalus sobre un césped de R. laryngis. Los nombres con asterisco (pocillos
internos) corresponden a los extractos incubados a 100°C durante 10 minutos. Las

flechas indican el precipitado de azul de metileno o halo de muerte observado en la
fraccion 80.
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totalmente cuando la muestra fue sometida a tratamiento térmico, lo que sugiere un
origen proteico de su actividad (figura 8, A y B). Solo la levadura Leuconeurospora spl

mostr6 actividad en Ja fraccion 60 (Figura 8, B).

5.3. Electroforesis de proteinas

Las muestras sometidas a fraccionamiento fueron separadas en un gel SDS-PAGE y

tefiidas con nitrato de plata para obtener el perfil proteico de los extractos extracelulares.

Se encontraron bandas correspondientes a proteinas de peso molecular 35 kDa, 40 kDa,
50 kda, 55 kDa, 65 kDa, 70 kDa, 80 kDa, 100 kDa, 130 kDa, 150 kDa y 170 kDa, entre

otras, principalmente en la fraccién 80 de los extractos analizados.

El extracto de W. anomalus muestra bandas correspondientes a proteinas con masa
molecular estimada de 7 kDa, 9 kDa, 36 kDa, 55 kDa, 60 kDa, 80 kDa y 120 kDa en la
fraccion 80, de las cuales solo tres (55 kDa, 60 kDa y 80 kDa) aparecen también en la
fraccion 60 (Figura 9, carril 7 y 8). C. parapilopsis muestra un perfil similar, con bandas
correspondientes a proteinas de masa molecular cercana a 36 kDa, 38 kDa, 42 kDa, 47
kDa, 60 kDa y 130 kDa en la fraccién 80, de las cuales sélo una (42 kDa) aparece en la
fraccion 60 (Figura 9, carril 5 y 6). El perfil proteico de M. gélida muestra dos bandas de
tamaiio 8 kDa y 9 kDa y cinco bandas con un peso de 35 kDa a 130 kDa en la fraccién
80, mientras que no se observan bandas en la fraccién 60 (Figura 9, carril 3 y 4). Por
ultimo, el perfil de Leuconeurospora sp2 muestra dos bandas pequefias cercanas a 8 kDa

y 9 kDa, y otras bandas de mayor tamafio, 35 kDa a 130 kDa, en la fraccién 80, sin
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Figura 8: Actividad micocida de extractos proteicos extracelulares (M. gélida y
Leuconeurospora sp1) obtenidos por precipitacion con sulfato de amonio al 20, 40, 60 y
80% de saturacion. A, efecto M. gelida sobre un césped de Cr. victoriae. B, efecto de
Leuconeurospora. Spl sobre un césped de Cr. victoriae. Los nombres con asterisco
(pocillos internos) corresponden a los extractos incubados a 100°C durante 10 minutos.
Las flechas indican el precipitado de azul de metileno o halo de muerte observado en la
fraccion 80.
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Figura 9: Perfil proteico del extracto extracelular de W. anomalus, C. parapilopsis, M.
gelida y Leuconeurospora sp2. Las fracciones obtenidas fueron separadas en un gel
SDS-PAGE para visualizar su perfil. M, Marcador. 1, Leuconeurospora sp2 fraccion 80.
2, Leuconeurospora sp2 fraccion 60. 3, M. gelida fraccion 80. 4, M. gelida fraccion 60.
5, C. parapilopsis fraccion 80. 6, C. parapilopsis fraccion 60. 7, W. anomalos fraccion
80. 8, W. anomalos fraccion 60. La flecha indica la banda la cual se presume
corresponde a las micocinas.
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embargo, estas bandas aparecen también en la fraccién 60 con la misma intensidad
(Figura 9, carril 1y 2).

Una proteina con una masa estimada de 7 a2 9 kDa fue la mds abundante y comtin para

todas las muestras, la cual aparece solo en la fraccion 80 (Figura 9).
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6. DISCUSION

En trabajos previos, todas las cepas analizadas (con excepcion de Mrakia gélida,
Rhodotorula musilaginosa, Mrakia roberti y Candida parapilopsis, de las cuales no se
contaba con antecedentes previos) mostraron actividad positiva en los ensayos a partir
de colonias, sin embargo, en este estudio, no todas presentaron actividad a partir de su

extracto proteico (Tabla 3).

De las 24 muestras analizadas, solo nueve dieron actividad contra alguna levadura. C.
parapilopsis 'y W. anomalus fueron las cepas cuyos extractos proteicos mostraron la
mayor actividad, alcanzando un radio de hasta 5,6 y 5,2 mm de halo de muerte,
respectivamente y un gran rango de actividad, matando a 18 y 9 de las cepas analizadas,
respectivamente. M. gelida presentd un amplio rango de actividad pero con halo de
muertes pequerios, por lo que a pesar de su gran espectro, su potencial podria ser menor
que C. parapilopsis y W. anomalus. Las demas cepas mostraron un rango de actividad
bajo (C. sake, M. victoriae, R. mucilaginosa, Leuconeurospora sp2, Lecosporidiella spl
v M. blollopis) con diametros de halo de muertes muy pequefios, 0 no mostraron ninguna
actividad (S. salmonicolor, D. fristingensis, Cr. gastricus, Cr. victoriae, Cr. gilvescens,
Cr. sp, H. watticus, R. laryngis, L. creatinivora, G. antartica, M. psychrophila, R.
glacialis 1, R. glacialis 2 'y M. roberti). Es importante destacar que un espectro bajo de
actividad se relaciona con una mayor especificidad, por lo que esto podria ser
conveniente cuando se desea matar a una especie de levadura sin afectar al resto. A
pesar de que este estudio reporta actividad micocida por primera vez en estas especies de

levaduras, los resultados se corresponden con los antecedentes, en los cuales cepas del
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género Cryptoccocus, Rhodotorula, Mrakia y Candida, han sido rteportadas con
actividad killer anteriormente (Magliani y col, 1997, Liu y col, 2012, Kurtzman & Fell,

1998)

Diferentes motivos podrian resultar en un fenotipo positivo a partir del ensayo en
colonia y un fenotipo negativo a partir del extracto proteico; (a) El fenotipo observado
en los ensayos a partir de colonias no era debido a la accion de micocinas, (b) factores
como la agitacion, el pH del medio y la temperatura podrian haber inactivado a las
micocinas secretadas al medio (c) las cepas secretan una cantidad de micocinas
demasiado pequefia con lo cual el fenotipo no fue observable, (d) la propia cepa produjo
un secuestro de las micocinas secretadas, mediante unidn a la pared celular, por lo cual
las micocinas no fueron encontradas en el extracto, (e) la sensibilidad del método usado
no fue lo suficientemente alta como para observar fenotipos débiles y por titimo, (f) 1a
pérdida del plasmido como resultado de una elevada temperatura de incubacion, lo que
conlleva a la pérdida de las propiedades micocinogénicas de la cepa (Magaliani y col,

1997).

Es importante destacar que en los ensayos cruzados de actividad micocida a partir de
colonias, C. sake fue una de las cepas que presenté el mayor espectro de actividad,
mostrando actividad contra 10 especies de levaduras diferentes, sin embargo, en los
ensayos a partir del extracto proteico, C. sake presentd actividad sélo contra tres
diferentes cepas; R. laryngis, Cr. gilvescens y M. blollopis, las cuales presentaron el halo
caracteristico de muerte (Figura 6, A), mientras que otras cepas mostraron s6lo un halo

blanco de inhibicién, pero no un halo de muerte (Figura 6, B).
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Al someter las muestras a tratamiento térmico por 10 minutos a 90°C, los extractos
provenientes de C. sake, M. victoriae, R. mucilaginosa, Leuconeurospora sp2,
Lecosporidiella spl y M. blollopis perdieron la actividad casi por completo, lo cual da
cuenta del origen proteico del factor secretado, sin embargo, los extractos proteicos de
C. parapilopsis y W. anomalus, al ser sometidos a tratamiento térmico, ambos
mantuvieron su actividad pero dieron como resultado un halo de muerte menos intenso y
de la mitad del didmetro producido por el extracto sin tratar, al ser ensayadas sobre un
césped sensible. Factores como el pH y la concentracién de proteinas pueden afectar la
tasa de denaturacion de las proteinas, por lo que es posible que una mayor concentracién
de micocinas (u otras proteinas en la muestra), secretadas por C. parapilopsis y W.
anomalus, se relacione directamente con una mayor tolerancia térmica (Law & Leaver,

1997).

Todas las cepas analizadas mostraron actividad sélo en la fraccion 80, con excepcién de
Leuconeurospora spl la cual mostré actividad tanto en la fraccion 60 y 80. En el caso de
M. gelida, Leuconeurospora spl, Leuconeurospora sp2 y R. musilaginosa, esta
actividad se perdié completamente cuando la muestra fue sometida a tratamiento
térmico, mientras que los extractos proteicos de C. parapilopsis y W. anomalus
mantuvieron la actividad luego del tratamiento térmico sin una disminucién apreciable
en el tamafio e intensidad del halo de muerte generado. Sin embargo, la concentracién de
proteinas en la fraccion 80 fue mayor que la concentracién de proteinas en la fraccion
total, lo cual refuerza la idea de que la concentracién de proteinas jugaria un rol

importante en la tasa de denaturacién por temperatura, aunque no se descarta una mayor
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tolerancia debido a la naturaleza propia de las micocinas o de algiin otro factor secretado
al medio, propio de C. parapilopsis y W. anomalus, tal como ha sido registrado en la
levadura Criptococcus humicola, la cual secreta una micocina termoestable de bajo peso

molecular (Magliani y col, 1997).

Finalmente, se encontré que las muestras analizadas mediante electroforesis SDS-PAGE
muestran una banda correspondiente a una masa molecular estimada de 7 kDa a 9 kDa
en la fraccion 80 (Figura 9). Esta banda no esta presente en las fracciones 20, 40 y 60 de
los extractos analizados, sin embargo, en la fraccion 80 se hacen presentes con gran
abundancia, correspondiéndose con los resultados obtenidos a partir de los ensayos en
placa, donde sdlo la fraccion 80 presenta actividad. En la fraccién 80 de las muestras
aparecen ademds varias proteinas con una masa molecular entre 35 kDa y 170 kDa, las
cuales estan también presentes en la fraccién 60, sin embargo, se descarta que alguna de
ellas corresponda a una micocina ya que esta fraccion no posee actividad antimicética y
la masa molecular de las micocinas generalmente varia entre 10 kDa y 20 kDa
(Kurztman & Fell, 1998), correspondiéndose mejor con las bandas de bajo peso

encontradas en la fraccion 80.
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7. CONCLUSIONES

La diversidad de accion mostrada por las levaduras analizadas en este estudio
sugiere que las toxinas producidas por cada cepa podria ser bioquimicamente
diferente una de cada otra.

Al menos nueve de las 24 levaduras analizadas secretan algiin tipo de micocina,
tal como se determiné a partir de los ensayos cruzados a partir del extracto
proteico extracelular de cada cepa.

Basado en espectro de accién y en el didmetro e intensidad del halo de muerte
generado, C. parapilopsis 'y W. anomalus son aquellas cepas que presentan la
mayor actividad micocida contra las cepas ensayadas.

El fenémeno killer como mecanismo de competencia podria estar presente en

ecosistemas antarticos.
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