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Entonces dijo un maestro, “Hdblanos de la Ensenanza.”

Y él dijo: Nadie puede revelarte lo que yace ya medio dormido al amanecer de tu
conocimiento. El maestro que camina a la sombra del templo, entre sus seguidores,
no les da de su sabiduria sino de su fe y de su afecto. Si él es en efecto sabio, no
pedird que entres en la casa de su sabiduria, sino que te guiard al umbral de tu
propia mente. El astrénomo puede hablarte de su entendimiento del espacio, pero
no puede darte su entendimiento. El musico puede cantarte el ritmo que existe en
todo el espacio, pero no puede darte el oido que detiene el ritmo, nila voz con la
que hace eco. Y el que sabe de la ciencia de los niumeros puede hablarte de las
regiones de peso y medida, pero no puede conducirte a ellas.

Porque la visidn de un hombre no presta sus alas a otro hombre.

Y asi como cada uno de ustedes se encuentra sélo ante el conocimiento de Dios,
asi debe cada uno de ustedes estar sélo en su propia comprension de Dios y su
entendimiento de la tierra.

-Khalil Gibran, El Profeta.
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INTRODUCCION

Los hongos son organismos con una diversidad muy abundante y que tienen un
comportamiento y organizacion celular particulares. En uno de los reportes mas
citados sobre su biodiversidad, Hawksworth (2001) estimé mediante la proporcion de
la asociacién de hongos con otros organismos, 1.5 millones de especies diferentes de
hongos, aunque solo alrededor de 100,000 especies han sido descritas, representando
el 6% del total estimado. Incluidas en el reino de los hongos se encuentran las
levaduras, hongos unicelulares, los cuales interactiian en formas muy diversas con
otros organismos asi como con su ambiente pues pueden interactuar como
comensales, participar en la fermentacion de bebidas alcohodlicas y alimentos,
producir deterioros vegetales o hasta causar enfermedades potencialmente mortales
en el hombre. El reporte mas reciente indica que se encuentran descritas alrededor de
1,500 especies de levaduras actualmente (Kurtzman & Fell, 2006) lo cual representa
un aceleramiento considerable en la identificacion de estos organismos comparado
con las 500 y 700 especies descritas en 1980 y 1998 respectivamente (Kurtzman &
Fell, 1998).

Al igual que el resto de los hongos y en general de los organismos vivos, las
levaduras se encuentran constantemente compitiendo por nutrientes y por espacio. A
lo largo de su existencia, la evolucion ha conferido a ellas caracteristicas y
habilidades especiales para competir eficientemente por dichos recursos, ya sea frente
a otras levaduras u otro tipo de microorganismos. En 1963 Bevan y Makower
descubrieron que algunas cepas la levadura Saccharomyces cerevisiae inhibian el

crecimiento de otras cepas de la misma especie. Los investigadores entonces



determinaron que algunas cepas podian clasificarse en alguno de los tres fenotipos
que ellos denominaron como Kkiller, sensible y neutral. En sus experimentos
encontraron que cuando levaduras killer y levaduras sensibles crecen en el mismo
medio, una gran cantidad de estas Ultimas mueren mientras que las levaduras
neutrales, no eliminan a levaduras sensibles ni son eliminadas por levaduras killer y
que el agente killer liberado por las levaduras puede eliminar a las levaduras sensibles
sin que haya contacto celular de por medio (Bevan & Makower, 1963). Las levaduras
killer son inmunes a la accion de su propia proteina killer, también denominada
“micocina”, pero pueden permanecer susceptibles a la accion de toxinas secretadas
por otras levaduras. Este descubrimiento generé una relativamente modesta
curiosidad de parte otros investigadores al respecto, quienes durante los siguientes
afios reportaron que en S. cerevisiae existe mas de una proteina killer y que en la
secrecién de la misma tiene su origen en la asociacién con particulas virales que
coincidentemente codificaban para dicha toxina. De este modo, la interesante relacion
evolutiva de las levaduras con agentes infecciosos para ellas, dio lugar a un
mecanismo de gran relevancia en la conservacion de las comunidades microbianas en
nichos determinados y con ello, abrié la posibilidad de estudiar nuevos metabolitos

secundarios con potencial importancia para el ser humano.

La produccion de toxinas por levaduras killer no se encuentra de forma
exclusiva en el género Saccharomyces sino que también puede ocurrir en levaduras
de otros géneros tales como Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Hansenula, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Torulopsis, Williopsis vy
Zygosaccharomyces, incluyendo cepas de interés ambiental, clinico e industrial. Las
aplicaciones del fenotipo killer son muy variadas: seleccion de levaduras killer con
propiedades fermentativas adecuadas para su empleo como cultivos iniciadores en la
produccién de bebidas alcohdlicas y alimentos, aplicacion como agentes de
biocontrol en la preservacion de alimentos o en la proteccion vegetal, biotipificacion
de microorganismos en base a los patrones de resistencia/susceptibilidad a levaduras

killer, desarrollo de nuevas terapias antifingicas para el tratamiento de micosis



humanas y en la produccion de tecnologias del DNA recombinante mediante el
aprovechamiento de su capacidad de secrecion proteica, o que en si mismo retne

potencialmente una enorme gama de posibilidades.

Fendmenos como la actividad killer en las levaduras, no son exclusivos de los
hongos. La produccion de proteinas con efecto toxico hacia otros organismos,
relacionados y no, se ha descubierto en plantas, hongos ustilaginales y deslizantes,
paramecios y bacterias. Resulta muy interesante concebir que la capacidad de estos
organismos para secretar proteinas toxicas surgiera por convergencia evolutiva,

indicativo de la gran interaccion y competencia de los organismos vivos en general.

En las primeras levaduras estudiadas, se demostré que las toxinas killer
estaban codificadas por componentes citoplasmicos, heredados durante la gemacién
hacia las células hijas. En algunas otras levaduras, las toxinas Killer estan codificadas
en genes cromosomales. En muchos casos, incluso en la actualidad, la actividad killer
de las levaduras no se encuentra identificada y en consecuencia, las caracteristicas de

sus toxinas asi como los potenciales para su aplicacién, se desconocen.

En ese trabajo, se analiz6 una cantidad de cepas de levaduras del género
Candida mas alta que cualquier reporte que se ha podido encontrar, con la finalidad
de conocer la ocurrencia, rango de accion, caracteristicas fisicoquimicas vy
perspectivas de aplicacion de las toxinas killer producidas por levaduras en este grupo

taxondmico.



HIPOTESIS

Cepas del género Candida de origen clinico y ambiental exhibiran antagonismo
mediado por toxinas Killer con potencial de aplicacion en el biocontrol y la
identificacion microbiana.



OBJETIVO GENERAL

1. Caracterizar el fenotipo killer en levaduras del género Candida.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Instalar y estandarizar la metodologia para el analisis del efecto killer

mediante el uso de cepas de referencia como control.

2. Evaluar la presencia de fenotipos killer en las cepas contenidas en el centro

regional de control y prevencion de enfermedades infecciosas.

3. Evaluar la presencia de fenotipos killer en las cepas de origen ambiental.

4. Establecer la distribucion, propiedades fisicoquimicas y aplicaciones

potenciales de las levaduras Killer.

5. Conocer el tamafio molecular de las toxinas killer encontradas.



ANTECEDENTES

1.1 Las levaduras killer

El fendmeno Kkiller en levaduras fue observado por primera vez en cepas de
Saccharomyces cerevisiae (Bevan & Makower, 1963) y fue entonces que se
estableci6é la denominacién de micocinas para describir las toxinas secretadas. Con
este descubrimiento y su asociacion fenotipica con la presencia de virus de doble
cadena de RNA, se marco el inicio de la virologia de las levaduras a principios de
1970 (Bevan et al, 1973; Herring & Bevan, 1974). Este fendbmeno no esta restringido
a cepas de S. cerevisiae sino que frecuentemente se encuentra presente en otras
especies y géneros, teniendo en la actualidad el conocimiento de méas de 100 especies
diferentes de levaduras que exhiben este fenotipo (Golubev, 1998). En un gran
nimero de casos, la base genética no ha sido caracterizada y sélo la presencia

cualitativa del fenotipo killer se ha reportado.

En S. cerevisiae, el fenotipo killer es causado por la presencia de particulas
virales de doble cadena de RNA citoplasmicos de la familia Totiviridae, miembros de
la constantemente creciente clase de los micovirus, distribuidos ampliamente entre
levaduras y otros hongos (Buck, 1986; Bruenn, 1980). Poco después del

descubrimiento del fenotipo killer en S. cerevisiae, se encontraron tres principales

10



virus en S. cerevisiae (ScV-M1, ScV-M2 y ScV-M28), con cada virus codificando
una toxina killer especifica (K1, K2 y K28, respectivamente) y un componente de
inmunidad auto-protector (Hanes et al, 1986; Dignard et al, 1991; Schmitt y Tipper,
1990; Schmitt, 1995; Wickner, 1992). Recientemente, Rodriguez-Cousifio et al.,
(2011) reportaron una nueva toxina killer producida por cepas de S. cerevisiae capaz
de inhibir el crecimiento de todas los tipos killer previamente conocidos de esta
especie ademas de algunas cepas de Kluyveromyces lactis y Candida albicans. A esta
toxina le denominaron Klus y es conferida por la presencia de un virus de doble
cadena de ARN, denominado Mlus. En otras levaduras, que resultan ser la mayoria,
la base genética de la actividad killer no radica en la presencia de particulas virales

sino a nivel cromosomal.

Una década posterior al descubrimiento del fendémeno killer en levaduras,
Young y Yagiu (1978) realizaron una de las primeras comparaciones que incluia una
amplia biodiversidad de cepas para evaluar su interaccion. Con el conocimiento
previo de cada una de las cepas como levadura killer, realizaron ensayos para conocer
las relaciones antagdnicas entre ellas y obtuvieron 10 patrones distintos de inhibicién
(tabla 1). Este sistema de clasificacién permanece a la fecha y ha servido como
referente para la incorporacién de nuevas toxinas descubiertas. En este mismo
reporte, los autores demostraron la posibilidad de dilucidar el origen de la toxina
mediante la incubacion de las cepas con cicloheximida o a temperaturas super-
optimas, lo cual elimina la posible presencia de plasmidos y otras entidades
extranucleares con la consecuente eliminacion del fenotipo killer en las levaduras. Tal

y como se habia demostrado previamente, las cepas killer de S. cerevisiae dejaron de
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presentar actividad inhibitoria posterior a ser sometidas a alguno de estos
tratamientos, en concordancia con el conocimiento de la codificacion de las toxinas

en material viral extra cromosomal en dichas cepas.

El fendbmeno killer también fue reportado en Kluyveromyces lactis (Gunge et
al, 1981) mientras se realizaba un tamizaje en busca de nuevos plasmidos en varias
especies de levaduras. Estas cepas contienen de 50 a 100 copias por célula de cada
uno de los dos plasmidos lineales citoplasmicos heredados, designados pGKL1 vy
pGKL2, los cuales tienen un tamario de 8,874 y 13,447 bp respectivamente. Ambos
plasmidos han sido completamente secuenciados y su organizacién, replicacion y
expresion ya han sido revisados (Fukuhara, 1995; Gunge y Kitada, 1988; Schrinder y

Meinhardt, 1995; Stark et al, 1990).

Se han encontrado cepas con un amplio espectro de efecto killer intergenérico
en especies de ascomicetos formadores de esporas, del género Pichia y Hansenula
(ahora Williopsis) (Polonelli et al, 1991). Estas levaduras expresan un amplio rango
de actividad en contra de S. cerevisiae, asi como otras especies, incluyendo al hongo
dimorfico Candida albicans. Se ha manifestado la posibilidad de que mdltiples
toxinas, activas contra diferentes cepas susceptibles, sean secretadas por un mismo
hongo (Walker et al, 1995). El fenotipo killer en estas levaduras es heterogéneo y se
pensaba que era heredada cromosomalmente, hasta el descubrimiento de plasmidos
de doble cadena de DNA similares a los de K. lactis, en Pichia inositovora y P.

acaciae.
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TABLA 1. Interaccidon entre levaduras killer reportada por Young y Yagiu (1978)

Cepa susceptible

190 235 232 738 761 388 587 16 327 500

Cepa killer
663 631 1001 434 333 575
713 435 577

S. uvarum 190

S. cerevisiae A8209B
K1 - - - + + + - - - -

232,235

S. hybrids 631, 663

S. cerevisiae 738, 1001
K2 + + + - - + - - - -

S. diastaticus 713
S. capensis 761 K3 - + + - - + - - - -
T. glabrata 388 K4 - - + - - - - - - -

D. vanriji 577
H. anomala 434 K5 - - + - + + - - - -

H. subpelliculosa 16
K. fragilis 587 K6 - + + + + + - - - -

C. valida 327
K7 - + + - + + + - - -

P. membranifaciens 333
H. anomala 435 K8 - - + + + + + - - -
H. mrakii 500 K9 + + + + + + - + - -
K. drosophilarum 575 K10 + + + + + + + + + -

+ Inhibicién; - No inhibicidn.



Las toxinas killer presentan diversos mecanismos de accion. Las toxinas
virales K1 y K2, encontradas por primera vez en S. cerevisiae, inician su accion a
través de la unién al receptor de pared B-(1->6)-D-glucano, proceso que es
dependiente de pH e independiente de energia (Santos et al., 2002; Santos et al.,
2000) Posteriormente, la toxina interacta con un receptor en membrana plasmatica
resultando en el aumento de permeabilidad de ésta y provocando la muerte celular. La
toxina K28 difiere de las toxinas K1 y K2 en que inicialmente ésta se une a la
fraccion manoprotéica de la pared celular, sin provocar después un efecto ionoférico
sino que es introducida en el nucleo para inhibir la sintesis del ADN. La toxina
detiene la proliferacion celular previo a la gemacién, lo que sugiere que bloguea la
fase G1 del ciclo celular. A pesar de tener mecanismos de accion distintos, las
toxinas Killer de origen viral coinciden en ser procesos de dos pasos mediados por
receptores, el primero independiente de energia y el segundo involucrando el paso
hacia la membrana y la interaccion con un segundo receptor en ella (Hutchins &

Bussey, 1983; Schmitt & Radler, 1988; figura 1).

Ademas de los mecanismos de las toxinas de origen viral en S. cerevisiae, se
han reportado en levaduras de géneros y especies diversas actividades de glucanasa,
permeabilizacion de membrana, inhibicion de de B-1,3-glucano sintasa y la inhibicion
del ARNt (Comitini et al., 2009; Izgi & Altinbay, 2004; Jablonowski & Schaffrath,

2007).
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Objetivo K1:
membrana plasmatica

Kl "-->-

flujo al exterior

| Pared celular |

Objetivo K28:
nicleo

KZS'M--) gl
@

membrana

| Pared celular |

Arresto celular
Bloqueo de sintesis de ADN

FIGURA 1. Modo de accion mediada por receptores de las toxinas K1 y K28. La eliminacion de una
levadura susceptible involucra un proceso de dos pasos, uniéndose a receptores de la pared
celular (R1) y después en la membrana plasmatica (R2). Después de la interaccién, K1 altera la

membrana (A) mientras que K28 actua en el nucleo (B).
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Al igual que S. cerevisiae, otras especies exhiben diferentes toxinas killer
entre sus cepas. De entre estas levaduras, la ha sido ampliamente estudiada por su
espectro de inhibicién y la estabilidad de su toxina, es Pichia anomala. Una de sus
toxinas tiene un tamafio de 83 kDa y ha sido empleada para el control de hongos
filamentosos en madera, la inhibicién de levaduras contaminantes de procesos
fermentativos, la inhibicion de cepas del género Pneumocystis y el disefio de
anticuerpos anti-idiotipo basados en la imagen interna activa de la toxina de P.
anomala para su aplicacion en la terapia antifingica sistémica y posible vacuna
antifungica. (Polonelli et al., 1991). Izgli y Altinbay (2004) caracterizaron una
proteina Killer tipo K5 en la cepa de P. anomala NCYC 434, la cual mostr6

homologia con una exo-B-1,3-glucanasa y de un tamafio de 49 kDa.

1.2. El rol ecolégico de las toxinas killer

Las levaduras juegan un papel muy importante en la estabilidad de muchos
ecosistemas (Gadanho et al., 2006). Debido a su presencia ubicua y a su abundancia
en la naturaleza, las levaduras constantemente interactlan con otros organismos,
microbianos y no, tal como la asociacion entre insectos y levaduras habitantes de su
tracto digestivo (Nguyen et al., 2006; Suh et al., 2008). Ademas, los insectos pueden
albergar levaduras en otras partes de sus cuerpos, incluyendo el exoesqueleto, patas y

mandibulas (Ganter, 2006), siendo un ejemplo notable de esto las hormigas
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cortadoras de hojas (Atta spp.), las cuales han sido reportadas como portadoras de una
gran diversidad de levaduras tanto del phylum ascomycota como basidiomycota
(Middelhoven et al., 2003; Carreiro et al., 2004; Mueller & Rabeling, 2008;

Pagnocca et al., 2008; Schultz & Brady, 2008).

Una hipotesis que busca explicar la presencia de levaduras Killer en insectos,
es la capacidad de inhibir levaduras susceptibles con las cuales puede entrar en
contacto, manteniendo la estabilidad en las comunidades microbianas por medio de
competencia por interferencia (Carreriro et al., 2002). Ademas, en el caso de las
hormigas, existe una amenaza constante por dos diferentes tipos de microorganismos:
1) hongos antagonistas no-especializados como Cunninghamella elegans,
Syncephalastrum racemosum y Trichoderma harzianum (Rodrigues et al., 2005,
2008), y 2) patdgenos especializados como Escovopsis spp., los cuales son

transmitidos horizontalmente (Curie et al., 1999).

Para evaluar dicha hipoétesis, Rodrigues et al., (2009) investigaron la
capacidad de inhibicion de las levaduras hacia hongos filamentosos obtenidos de
nidos fangicos en hormigueros, de peligrosidad conocida para las hormigas. Los
resultados de sus investigaciones demostraron que las levaduras aisladas de las
hormigas cortadoras de hojas, inhibian fuertemente a Beauveria bassiana, S.
racemosum y Escovopsis spp., en concordancia con la hipétesis planteada. Aunque el
estudio no involucrdé una mayor biodiversidad de insectos, no es equivocado suponer

que los resultados son extrapolables a otras comunidades de estos organismos.
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Por otro lado, rol ecologico del fenomeno killer ha sido estudiado en
comunidades de levaduras, particularmente en tallos en descomposicion y en el
crecimiento de hongos en arboles (Starmer et al, 1987). En particular, las frutas
parecen ser un habitat muy importante para el fenomeno killer dentro de las
comunidades de levaduras, pues una cuarta parte de las levaduras aisladas de ellas
presentaron el fenotipo. De manera significativa, por lo general se encuentran cepas
resistentes en lugar de susceptibles. Estudios basados en las interacciones de Killer-
susceptible mostraron que bajo condiciones apropiadas de evaluacion, el fenGmeno
ocurria mas frecuentemente entre levaduras de diferentes localidades que entre
levaduras del mismo héabitat. Una posible interpretacion de este fendmeno es que un
cierto nivel de adaptacion a la resistencia es de esperarse bajo una limitada presién

selectiva en un tiempo y espacio determinados (Ganter & Starmer, 1992).

1.3. Levaduras killer de importancia clinica

Uno de los primero reportes sobre la presencia del fenotipo killer en levaduras de
importancia clinica, fue realizado por Kandel y Stern (1979); ellos investigaron la
actividad killer en 236 aislamientos de levaduras, empleando como cepas susceptibles
a S. cerevisiae 5 x 47 (ahora ATCC 38527) y a T. glabrata T-1. De 154 cepas del
género Candida, de diversas especies, sus resultados arrojaron que ninguna de ellas

mostro actividad killer bajo ninguna de las condiciones probadas, incluyendo el pH
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de 4.7 para el medio. Su investigacion concluyo en gue solo el 3% de las levaduras de

importancia clinica exhibian actividad killer.

Mucho més recientemente, Baeza et al., (2008), reportaron la ocurrencia de
levaduras killer en aislamientos industriales y clinicos, aunque su trabajo se centro en
cepas de S. cerevisiae y P. anomala, siendo estas Ultimas las obtenidas de pacientes,
aspecto que presenta una muy baja frecuencia, generando un sesgo y limitando los

alcances del estudio con respecto al titulo de su trabajo.

Estudiando la ocurrencia de actividad killer en 64 aislamientos clinicos de
Candida glabrata bajo diferentes condiciones, se encontr6 que el 6.25% de los
aislamientos resultaron positivos para actividad killer, empleando la cepa S.
cerevisiae W303. La caracterizacion genética de la toxina no evidencié ningln
elemento extracromosomal, sugiriendo que la toxina se encuentra codificada en el

genoma nuclear de la levadura (Arroyo-Helguera et al., 2012).

1.4. Aplicaciones de las levaduras killer

La primera aplicacién para el sistema de levaduras con fenotipo killer para la
diferenciacion intraespecifica de cepas patdgenas fue reportada para aislamientos de
C. albicans (Polonelli et al, 1984), concluyendo que el potencial para la
discriminacion de cepas podria estar mejorada enormemente con el empleo de un

namero méas grande de cepas killer o sus toxinas purificadas. El uso de este sistema
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ha demostrado ser una herramienta muy util en la identificacion de casos presuntivos
de infecciones fangicas adquiridas nosocomialmente (Polonelli y Morace, 1985). La
evidencia de que una buena seleccion de levaduras killer exhiben su efecto inhibitorio
en diferentes especies de hongos filamentosos sugirio la evaluacion del potencial de
este sistema para diferenciar cepas de Pseudallescheria boydii, Aspergillus niger y
Sporothrix schenkii. La demostracion de diferentes biotipos en hongos filamentosos
demostré que el sistema representa un método factible y simple para estudios
epidemioldgicos de microorganismos que son dificiles de manejar por otras vias
(Polonelli et al, 1987). Otros organismos que han sido discriminados empleando el
sistema Killer, incluyen a Nocardia asteroides (Provost et al., 1995), Malassezia
pachydermatis (Dall’ Acqua & Rodrigues, 1998), Cryptococcus spp. (Fuentefria et al.,

2007) y Staphylococcus epidermidis (Fuentefria et al., 2008).

En la industria vinicola, el empleo de los patrones de susceptibilidad
generados a través de los ensayos con levaduras killer ha sido reportado de forma
abundante como una medida para reconocer y/o discriminar la diversidad de
levaduras asociadas a las fermentaciones o a las contaminantes de las mismas (Pérez
et al., 2001; Sangorrin et al., 2002; Lopes et al., 2006; Csoma et al., 2010; Fernandez

etal., 2011; Maqueda et al., 2012).

En la misma rama, las levaduras killer han sido evaluadas por su potencial
preservador de los procesos de fermentacion. Sangorrin et al (2008) estudiaron la
posibilidad de emplear levaduras killer como una medida de biocontrol en bodegas de

produccién vinicola en la Patagonia Argentina en base a sus perfiles de interaccion
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killer, obteniendo cepas indigenas con una amplia actividad antagdnica hacia cepas

que ocasionan el deterioro de vinos y alimentos.

Las aplicaciones de estas levaduras como agentes de biocontrol, también
fueron reportadas en &reas ajenas a los vinos, tal como lo reportado por Wang et al.
(2007), quienes aislaron y purificaron la toxina killer de una levadura marina de
Pichia anomala la cual mantuvo sus propiedades antagonistas contra una levadura
patdgena de cangrejo que producia pérdidas econdémicas, ademas de producir la
hidrélisis de laminarina. En 2009, Peng et al descubrieron que una cepa de la
levadura marina Williopsis saturnus producia una alta concentracion de toxina Killer
activa contra la levadura patégena de cangrejos Metschnikowia bicuspidata, sin
embargo, concluyeron que para una alta produccién de toxina Killer efectiva contra

M. bicuspidata era necesario eliminar el gen de la $-1,3-glucanasa.

En el area de la fitopatologia, las levaduras killer también han sido estudiadas
con éxito. El hongo Botrytis cinerea, uno de los patdgenos mas dafiinos en el cultivo
de uvas y fresas, logro ser inhibido empleando las toxinas parcialmente purificadas de
la cepa P. membranifaciens CYC 1106 (Santos & Marquina, 2004). Este mismo
hongo fue posteriormente inhibido con cepas de P. anomala y Debaryomyces
hansenii, aumentando el arsenal bioldgico con potencial biocontrolador frente a este
patdgeno (Santos et al., 2004). Bleve et al. (2006) encontraron que aislamientos de
Issatcehnkia orientalis mostraron capacidad antagonista hacia Aspergillus cabonarius
y A. niger en uvas. Coelho et al., (2009) emplearon cepas de C. guilliermondii y P.
ohmeri para el biocontrol exitoso de Penicillium expansum durante la poscosecha, en

manzanas y peras. Rosa et al. (2010) evaluaron y aplicaron exitosamente la levadura
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Torulaspora globosa como agente de biocontrol contra el fitopatogeno del sorgo
Colletotrichum sublineolum previa evaluacion del efecto killer de T. globosa in vivo e

in vitro.

En menor cantidad pero con resultados favorables, el fenotipo killer ha sido
empleado para controlar bacterias y levaduras que ocasionan el deterioro de
alimentos. Cepas de Williopsis saturnus mostraron actividad antagonica frente a
levaduras de S. cerevisiae y K. marxianus, causantes de alteraciones en la produccion
de queso (Liu & Tsao, 2009). En 2012, Bajaj et al. demostraron la inhibicién de
bacterias de relevancia para la salud humana y de transmision alimentaria, tales como
Escherichia coli, Enterococcus feacalis, Klebsiella sp. y Staphylococcus aureus,
empleando la toxina killer de la levadura P. kudriavzevii RY55. Este trabajo ademas
de demostrar el potencial de estas levaduras en su aplicacién a los alimentos,
comprobd que la actividad de las toxinas killer no estd limitada al reino de los

hongos.

En el area de la salud humana, las investigaciones lideradas principalmente
por Luciano Polonelli han generado resultados muy prometedores para el area de las
levaduras Killer. En uno de sus primeros reportes empleando el sistema Killer en la
terapia antifungica en el humano, Polonelli y sus colaboradores demostraron el efecto
terapéutico del uso de una toxina killer de Pichia anomala (PaKT) en el tratamiento
topico inducido experimentalmente de la pitiriasis versicolor, sugiriendo el empleo de

las toxinas killer como nuevos antifangicos (Polonelli et al., 1986). Dos afios

22



después, reportdé la obtencion de anticuerpos anti-idiotipos que mimetizaban el
péptido activo de PaKT y que lograban inhibir el crecimiento de Candida albicans in
vitro (Polonelli & Morace, 1988). Estos anticuerpos mostraron una actividad
fungicida directa, sin necesidad de la intervencidén de ningun otro factor o célula

inmune y los denominé “antibiocuerpos” (Polonelli et al., 1991).

La posibilidad de generar antibiocuerpos en cantidades ilimitadas y
virtualmente libres de efectos secundarios nocivos, sugirio la factibilidad de nuevas
alternativas para la terapia inmnoldgica de la candidiasis. Mientras que la principal
limitante de las toxinas killer, es la pérdida de actividad a valores de pH alejados de
4.5 y temperatura de 25 °C, los antibiocuerpos mostraron actividad en condiciones
fisiologicas. Ademas, el uso de anticuerpos monoclonales idiotipo (los cuales
generaban los antibiocuerpos activos) podrian ser empleados como vacunas
antifungicas (Magliani et al., 2002). Dado que PaKT tiene un rango de accién muy
amplio, la l6gica indicaria que sus antibiocuerpos mostrarian la misma propiedad, asi
que se prob6é un modelo murino de aspergilosis pulmonar invasiva. Los resultados
mostraron que en efecto, el tratamiento con antibiocuerpos protegio a los animales de
la infeccién y mas adn, se demostro in vitro que el desarrollo de hifas era inhibido por

dichos anticuerpos (Cenci et al., 2002).

Dadas las multiples aplicaciones potenciales del fendmeno Kkiller de las
levaduras, la investigacion sobre su ocurrencia y distribucion en levaduras de

importancia clinica, de lo cual existe poca informacion a la fecha, se presenta como
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una oportunidad de generacién de conocimientos cuya aplicacion se encuentra ya

definida, esperando a ser explotada.
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METODOS

2.1 Sitio de Estudio

Este trabajo se realizo en las instalaciones del Laboratorio de Microbiologia General,
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas y el Laboratorio de Micologia del Centro
Regional de Control de Enfermedades Infecciosas, de la Facultad de Medicina, ambas

de la Universidad Autdbnoma de Nuevo Leon.

2.2 Criterios de Inclusion

Se incluyeron aislamientos clinicos y ambientales de levaduras del género Candida.

2.3 Microorganismos

Se analizaron aislamientos de levaduras de origen clinico, obtenidas en el Centro

Regional de Control de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Medicina,
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UANL. Los aislamientos se obtuvieron de hemocultivos, cavidad cerrada, orina, piel
y mucosas, exudado vaginal, entre otros. Aunque contenidas en las muestras se
encontraban algunas cepas de géneros distintos a Candida, representaron menor del
2% del total de las muestras. Los aislamientos de origen ambiental se obtuvieron de
insectos colectados en parques ecoldgicos y jardines de la zona metropolitana de

Monterrey, N. L.

Como cepas susceptibles, se adquirieron las cepas ATCC 26609 y ATCC
38527 (antes 5 x 47), ambas correspondientes a S. cerevisiae, elegidas a partir de

consulta bibliografica por su amplio rango de susceptibilidad ante las levaduras killer.

Para el control positivo de actividad Kkiller, se emple6 la cepa cervecera de S.
cerevisiae Lalvin ICV-K1, proporcionada amablemente por el Q.B.P. Edye Ulisses

Hernandez Nava.

2.4 Aislamiento de levaduras a partir muestras ambientales (insectos)

Se realizaron colectas en distintas areas con el fin de obtener variedad de insectos de
los cuales se aislaron posibles levaduras killer. Los insectos fueron colectados con
pinzas limpias evitando contaminarlos con el ambiente y colocandolos en bolsas de
pléastico estériles por separado dependiendo del area y del tipo de insecto. Las
muestras fueron rotuladas en base al area de donde se obtuvieron y se les asigné un

cddigo para facilitar su identificacion.
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Los insectos colectados se llevaron inmediatamente al laboratorio,
transportdndolos en una caja de plastico en refrigeracion para evitar su deterioro.
Posteriormente, las muestras se procesaron durante las siguientes 24 h para obtener
resultados mas confiables. Para el procesado de las muestras, se esterilizo el material
necesario para la siembra de las mismas (medio PDA, medio Sabouraud, solucién
salina 0.85%, varilla de vidrio en forma de L, pinzas, mortero, pistilo, tubos conicos
de 50ml, puntillas, etc.). Frente al mechero, los insectos fueron tomados de sus bolsas
con pinzas estériles y colocados en un mortero con 1 ml de solucién salina estéril
donde se maceraron hasta obtener una suspensién homogénea. En seguida, se
realizaron diluciones decimales seriadas a partir de las cuales se tomé 1 ml de y se
depositd sobre una caja Petri con medio PDA o Sabouraud, realizando una
inoculacion por extensién con ayuda de una varilla en forma de “L”. Las placas
inoculadas se incubaron a 25°C hasta obtener el crecimiento de colonias con
caracteristicas de levadura. La confirmacion de las levaduras se realizd6 mediante la
observacion microscépica empleando azul de lactoglicerol como medio de montaje y
observando las células a 40x. La presencia de células distinguibles a este aumento asi
como la ausencia de motilidad, agrupacion, entre otras caracteristicas, fueron las

variables a considerar para distinguirlas de las bacterias.

Una vez confirmadas, las levaduras fueron aisladas en medio PDA o
Sabouraud hasta obtener colonias puras. Una vez aisladas, las levaduras se

almacenaron en viales con agua destilada estéril como resguardo. A cada levadura
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encontrada, dependiendo de la muestra a la que perteneciera, se le asigndé un codigo

para su facil identificacion.

2.5 Evaluacion de la presencia de actividad killer

2.5.1 Andlisis cualitativo

La presencia del fenotipo killer en las levaduras analizadas, se evalué de
forma cualitativa empleando el método descrito por Pérez-Nevado et al. (2006 *en
determiantion of killer activity in yeasts isolated from the elaboration of seasoned
freen table olives, carpeta poblaciones-aislamiento*). Se vaciaron placas con agar
YEPD-MB (0.5% extracto de levadura, 1% peptone, 2% glucose, 2% agar, 0.003%)
ajustado a pH 4.5 con una solucién amortiguadora de citratos-fosfatos (0.1 M), las
cuales inoculadas uniformemente en su superficie con la levadura susceptible,
proveniente de un cultivo de 24 — 48 h. La inoculacion se realiz6 a partir de una
suspension de 10° células/ml, utilizando hisopos estériles y realizando estrias en 4
diferentes direcciones para asegurar el cubrimiento total de la superficie. Una vez
inoculadas, las placas se incubaron a temperatura ambiente por 20 mins. para permitir
la evaporacion del exceso de liquido. Posteriormente, los indculos de levadura a
evaluar para actividad killer (provenientes de cultivos de 24 — 48 h) se sembraron a

manera de frotis sobre la superficie de la placa previamente inoculada con la levadura
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susceptible. Las placas se incubaron a 25°C y el crecimiento fue observado hasta por
72 h. La presencia de halos de inhibicion y un borde de un color azul intenso, fueron
considerados como indicativo de actividad killer (figura 2). La sola presencia de

halos de inhibicion se interpretd como antagonismo mediado por un mecanismo

distinto a killer y no se considero para el resto del estudio.

FIGURA 2. Actividad killer positiva (flechas) y negativa frente a la cepa ATCC 26609.
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2.5.2 Efecto fisicoquimico sobre la actividad killer

Las levaduras que exhibieron actividad Kkiller, fueron posteriormente
ensayadas en condiciones estandar para evaluar la influencia de diferentes valores de
pH, temperatura y concentracion de NaCl sobre la actividad killer, de acuerdo a lo
reportado por Hernandez et al. (2008). Para esto, se empleo6 el medio YEPD-MB bajo
las mismas condiciones del analisis cualitativo, con la diferencia de que las levaduras
killer fueron depositadas en alicuotas de 30 pl ajustadas a una concentracion de 1 x
10° células/ml. Los valores de pH analizados fueron 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 y 7; las
temperaturas fueron 20, 25, 30, 37 y 42°C; y las concentraciones de NaCl fueron 2, 4
y 6%. Los resultados fueron utilizados para seleccionar las cepas de cada especie con
la actividad killer méas estable/intensa en las diferentes condiciones. Todos los

ensayos fueron realizados por duplicado.

2.5.3 Identificacion de levaduras killer

Para identificar las levaduras asociadas a insectos, se empled la prueba API
20C AUX (Biomerieux, Mexico) siguiendo las instrucciones del fabricante, ademas
de la prueba de filamentacion. A partir de una suspension de células equivalente al

No. 2 de McFarland, se transfieren 100 pl al ampula de medio API C. Después de
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homogeneizar el medio, se llenan con éste cada una de las 20 cupulas contenidas en
la tirilla, la cual es incubada posteriormente a 30°C, registrando los resultados a los
48 y 72 h. Después de la incubacion, se comparan las ctpulas con el control negativo
(ctpula 0) para determinar si el crecimiento en positivo o negativo. Reuniendo los
resultados, se genera el perfil numérico que se ingresa en la base de datos apiweb

para obtener el resultado.

La prueba de filamentacion se realiz6 empleando placas Dalmau con agar
harina de maiz suplementado con tween 80. Las cepas fueron inoculadas en estria
cruzada y se colocaron cubreobjetos estériles en los trazos finales de cada cuadrante.
Después de 48 h de incubacion a 30 °C, se observa directamente al microscopio para
conocer la posible formacion de hifas o pseudohifas. Este resultado constituye la

prueba 21 del sistema.

2.5.4 Determinacion de la naturaleza genética de la toxina killer

En base a lo reportado por Young y Yagiu (1978), la naturaleza genética fue
evaluada mediante la incubacion de las levaduras killer (1 x 10°) a 40°C, en medio
YEPD-MB ajustado a pH 4.5. Después de 48 h, las levaduras fueron sometidas a
ensayo de actividad killer para verificar la actividad. La pérdida de la misma indicaria
la codificacion de la toxina en material extra-nuclear. Como referencia de los ensayos
se utilizé la cepa Lalvin (S. cerevisiae), la cual posee la toxina killer codificada en
plasmidos.
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2.5.5 Actividad antifingica de levaduras killer

Con la finalidad de conocer los potenciales de aplicacion del sistema killer en
las levaduras con fenotipo positivo detectadas en el tamizaje inicial, se evalu6 su
capacidad inhibitoria frente a otras levaduras y hongos filamentosos. Las pruebas
realizadas sirvieron para conocer la capacidad inhibitoria de las cepas aisladas asi
como la posibilidad de establecer patrones de biotipificacion que discriminaran entre

especies de intereés.

2.5.5.1 Biotipificacion del complejo Candida parapsilosis.

Un grupo de 29 aislamientos de C. parapsilosis, 29 de C. orthopsilosis y 4 de
C. metapsilosis, fueron empleados como cepas susceptibles frente a levaduras killer
previamente identificadas. En esta prueba se incluyeron las cepas ATCC 22019 (C.
parapsilosis sensu stricto), ATCC 96139 (C. orthopsilosis) y ATCC 96144 (C.
metapsilosis) como referencia. Posteriormente, la ocurrencia del fenotipo killer en
estos aislamientos se analiz6 empleando la cepa ATCC 26609 como cepa susceptible,
con la finalidad de conocer las posibles diferencias en la distribucion de este
fenomeno en las especies de este recien caracterizado complejo de especies. Las
pruebas fueron realizadas por duplicado, empleando temperaturas de incubacion de

20, 25y 30°C.
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2.5.5.2 Inhibicién de Trichosporon spp. y Cryptococcus spp.

La capacidad inhibitoria del conjunto de levaduras killer seleccionadas en
base a su actividad en diferentes condiciones fisicoguimicas, se analizé frente a 30
cepas de Trichosporon spp. y 30 de Cryptococcus spp. aisladas de muestras clinicas.
Con referencia a los resultados obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica, se
emplearon las condiciones de pH 4.5 e incubacidn a 25°C en el medio anteriormente
descrito. Las cepas de Trichosporon spp. y Cryptococcus spp. fueron ajustadas a 10°
células/ml e inoculadas en la superficie del agar. Una vez eliminado el exceso de
humedad, se inocularon las cepas killer sobre el mismo y se observo el crecimiento
durante las siguientes 72 h. Ademas de conocer la inhibicion de estos patogeno de
gran importancia clinica, esta prueba permitié conocer la inhibicién de una levadura
del phylum basidiomycota (Trichosporon y Cryptococcus), por una del phylum

ascomycota (Candida sp.), lo cual se ha reportado como imposible (Golubev, 1998).

2.5.5.3 Inhibicion de hongos contaminantes en poscosecha

Un total de 17 hongos fueron aislados a partir de vegetales en poscosecha que
presentaron lesiones caracteristicas de crecimiento fungico. Los aislamientos fueron

sembrados en placas de PDA e incubados a 30°C, de forma sucesiva, hasta obtener un
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crecimiento puro. Los hongos filamentosos fueron identificados en base a su
morfologia macro y microscépica, empleando claves de identificacion (Watanabe,

2010). Los aislamientos se almacenaron en tubos con PDA a 4°C hasta su empleo.

Para el analisis del biocontrol de las levaduras killer sobre estos hongos, se
vaciaron placas de Petri con PDA ajustado a una concentracion de 1x10° conidias/ml.
Una vez solidificado el medio, se depositaron alicuotas de 30 ul de cada levadura
killer, empleando Unicamente las levaduras obtenidas de insectos, bajo la
consideracién de que una levadura de origen clinico no podria se aplicada como
agente de biocontrol debido al riesgo que representa hacia el hombre. La actividad
biocontroladora fue identificada con la presencia de halos de inhibicion alrededor de

la levadura.

2.5.6 Ensayos de inmunidad cruzada a toxinas killer

Las levaduras killer cuyas toxinas pertenecen al mismo tipo, o son lo
suficientemente similares, provocan un fenémeno de inmunidad cruzada que impide
que se inhiban entre si (Golubev, 1988). Este concepto fue aplicado a las levaduras
obtenidas para determinar la similitud de sus toxinas. Para llevarlo a cabo, todas las
levaduras killer seleccionadas fueron enfrentadas con el resto, incluyendo la cepa

Lalvin. Con el conocimiento previo de que esta levadura produce la toxina K1 y ésta
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se origina de material extranuclear, la levadura Lalvin sirvié como referencia también
de una toxina distinta. Todas las condiciones empleadas fueron las mismas para los

ensayos killer previamente descritos.

2.5.7 Extraccion de la toxina killer

Para corroborar que la actividad inhibitoria est dada de forma independiente
al contacto célula-célula, y para la determinacién del peso molecular de la toxina, ésta
fue aislada mediante precipitacion con sulfato de amonio [(NH,4),SO4]. Las levaduras
fueron inoculadas en 500 ml de caldo YEPD adicionado con 1% de glicerol y
ajustado a un pH de 4.5 (citrato-fosfato 0.1 M). Después de incubadas por 72h a
25°C, el volumen fue centrifugado para concentrar las células y recuperar el
sobrenadante, donde la toxina debia encontrarse. Una vez separado el sobrenadante,
se adiciono sulfato de amonio hasta obtener una saturacion del 80%, a 0°C. Esta
solucidn se agit6 durante 1 h a 0°C y después se centrifug6 a 3,500 rpm por 45 mins.
a la misma temperatura. El precipitado formado se resuspendié en 5ml de buffer
citrato-fosfato (pH 4.5) y se dializ6 contra el mismo buffer por 24 h a 4°C,
empleando una membrana de dialisis Spectra Pore con un tamafio de poro de 3.5 kDa
(Spectrum). Una vez concluido el tiempo de diélisis, la membrana fue colocada sobre
azucar durante 2 h para concentrar el volumen y posteriormente se adiciono glicerol a
una concentracion final de 20%. EI volumen obtenido se esterilizé con filtros de 0.22

pum y almaceno a -20°C en alicuotas de 1 ml. Para determinar la presencia de la
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toxina killer, se colocaron 200 ul de la toxina en pocillos realizados en agar YEPD-
MB a pH 4.5, inoculado previamente con la cepa susceptible, e incubados por 72 h a

25°C.

2.5.8 Exclusion molecular y electroforesis

La fraccion proteica obtenida en el paso anterior fue aplicada a una columna
de exclusion molecular (Sefacryl S-200 HR, GE Healthcare) para separar las distintas
fracciones de acuerdo a su tamafio molecular y obtener aquellas que exhibieran la
actividad inhibitoria. Se empled una columna de 1 x 71 cms (~55 ml), pre-equilibrada
con buffer citrato-fosfato (pH 4.5). La elucién se llevé a cabo usando el mismo
buffer, colectando fracciones de 4 ml durante 48 h. La presencia de proteinas en cada
fraccion fue obtenida a través de lecturas espectrofotométricas usando una longitud
de onda de 280 nm. La actividad antifingica de las fracciones fue evaluada, y
aquellas que exhibieron actividad fueron concentradas y sometidas a electroforesis en
gel de poliacrilamida al 12% para conocer su peso molecular. Las condiciones del
gel empleado se enlistan en la tabla 2. La electroforesis se realiz6 durante 1 h a 70 V
para la fase concentradora, y 150 V por 3 h para la fase separadora. Posteriormente, el

gel fue tefiido con azul de Coomassie por 30 minutos y destefiido durante 24 h.
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TABLA 2. Condiciones del gel de poliacrilamida empleado para determinar el peso
molecular de la toxina killer.

Fase Concentradora Fase Separadora
Reactivo Volumen (ul) Reactivo Volumen (ul)

Agua 1220 Agua 2790
Acrilamida/Bis- 260 Acrilamida/Bis- 3120
Acrilamida Acrilamida

Tris/HCl pH 6.8 500 Tris/HCl pH 8.8 1990
PSA 10% 10 PSA 10% 80
TEMED 2 TEMED 5

Tris: tris (hidroximetil) aminometano; PSA: Persulfato de amonio;
TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina.
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RESULTADOS

3.1 Ocurrencia de actividad killer

Se analizaron un total de 1,216 cepas de levaduras cuya distribucion se presenta en la

tabla 3.

3.1.1 Cepas killer de origen clinico

Un total de 52 aislamientos (4.3%) del género Candida exhibieron actividad
killer frente a ambas cepas susceptibles de Saccharomyces, aunque la cepa ATCC
26609 mostrd ligeramente mayor susceptibilidad (i.e. halos de inhibicion mas
grandes, datos no mostrados). Aunque la mayoria de las cepas killer provinieron de
hemocultivos, el numero de levaduras killer aisladas de cavidad cerrada fue
proporcionalmente la mayor. Los hemocultivos representaron el nimero mas amplio
de especies con actividad killer. Candida glabrata fue la especie con la mayor
ocurrencia de actividad killer, aunque la proporcion neta mas alta se observo en C.

utilis (1 positiva de 4 analizadas).
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Debido a que la mayor cantidad de aislamientos provino de hemocultivos, se
compararon las proporciones de actividad killer en cada una de las cuatro especies
més abundantes obtenidas de sangre (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis y C.
tropicalis) entre si como grupos independientes empleando una prueba Z (nivel de
confianza de 95%). La frecuencia de Candida glabrata resulto ser significativamente
distinta a cualquier otro grupo, mientras que ninguno de los otros grupos probo ser

estadisticamente distinto.

Dado que las cepas de S. cerevisiae susceptibles a killer, fueron inhibidas por
las mismas levaduras, en los procedimientos posteriores se empled Unicamente la
cepa ATCC 26609. Las cepas killer obtenidas de estos aislamientos, fueron asignadas

con un codigo secuencial precedido por la letra “K” (e.g. K1, K2, K3, etc.).

3.2 Efecto de factores fisicoquimicos

Los resultados de los ensayos para evaluar la influencia del pH, temperatura y
concentracion de sal sobre la actividad killer, se ilustran en la tabla 4. De acuerdo a
estos resultados, las condiciones mas adecuadas para deteccién de la actividad killer,
fueron el pH entre 4.5 y 5, la temperatura de 25°C y una concentracion de NaCl de
2%. SOlo la cepa Lalvin, empleada como levadura killer de referencia, mostré6 mejor

actividad a pH 4.
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TABLA 3 Cantidad y origen de las cepas de origen clinico examinadas para actividad killer

Origen de los aislamientos (cantidad de cepas)

No. de cepas con

Especies - - - - - L ;
Hemocultivo Cavidad cerrada Orina Piel y mucosas Exudado vaginal Otros  Total  actividad killer

Candida albicans 172 48 53 63 22 22 380 7
Candida parapsilosis 202 18 2 37 0 7 266 7
Candida glabrata 44 22 62 2 21 10 161 28
Candida tropicalis 94 22 20 1 2 9 148 6
Candida krusei 12 3 1 2 0 1 19
Candida zeylanoides 2 1 0 2 0 1 6
Candida utilis 3 0 0 1 0 0 4 1
Candida guilliermondii 7 0 1 5 0 0 13 2
Candida boidinii 1 0 0 0 0 0 1
Candida famata 4 1 2 0 0 1 8 1
Candida rugosa 2 0 0 0 0 0 2
Candida lusitaniae 2 0 1 0 0 0 3
Candida mangoliae 0 0 0 1 0 0 1
Candida sp. 0 0 7 6 0 1 14
Cryptococcus neoformans 5 1 0 0 0 0 6
Geotrichum capitatum 0 0 1 1 0 0 2
Geotrichum sp. 0 0 0 0 0 1 1
Kodamea (Pichia) ohmeri 0 0 0 0 0 1 1
Rhodotorula minuta 0 0 0 0 0 2 2
Rhodotorula mucilaginosa 0 0 0 1 0 0 1
Trichosporon asahii 1 0 0 0 0 0 1
Trichosporon mucoides 5 2 0 0 0 0 7
No ID 0 0 3 0 0 1 4

TOTAL 556 118 153 122 45 57 1051 52
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TABLA 4. Influencia de condiciones fisicoquimicas sobre la actividad killer (no se muestra el total de las cepas)*.

id No. pH4.5 2% NaCl 4% NaCl 30°C 37°C

C. glabrata K1

C. glabrata K2

C. glabrata K3

C. glabrata K4

C. glabrata K5

C. glabrata K10

C. glabrata K12

C. glabrata K13




TABLA 4. Continuacion...

id No. pH4 pH4.5 pH5 2% Nacl 4% NacCl 30°C 37°C
C. glabrata K15
C. parapsilosis K18
C.tropicalis K20
C. parapsilosis K22
C. glabrata K26
C. albicans K28
C. glabrata K30
C. glabrata K33
C. glabrata K35
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TABLA 4. Continuacion...

id

No.

pH4 pH4.5

pH5

2% NacCl

4% NacCl

30°C

37°C

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. tropicalis

C. utilis

C. parapsilosis

C. krusei

C. lusitaniae

C
guilliermondii

K36

K37

K50

K52

VGO
08

VGO
31

VGO
39

M1

L
°
°
L3
(]
S
L]




TABLA 4. Continuacion...

id No. pH4.5 2% NacCl 4% NacCl 30°C 37°C
S. cerevisiae n/a
(Lalvin)

*Las condiciones no mostradas no permitieron el crecimiento de las levaduras o no aportaro informacién adicional.

En base a los resultados obtenidos de este ensayo, los procedimientos realizados

posteriormente emplearon la adicién de NaCl al 2% en el medio YEPD-MB.

3.3 Identificacion de levaduras killer

Los resultados de la identificacion de levaduras killer aisladas de insectos (n = 7), indico que la
totalidad de levaduras killer fueron identificadas como Candida guilliermondii, dato que no se
ha reportado en la literatura. En las levaduras de origen clinico analizadas, sélo 2 de 13
levaduras pertenecientes a esta especie mostraron el fenotipo positivo. Aunque los aislamientos
de insectos que se identificaron fueron Unicamente aquellos que exhibieron actividad killer, lo
que hace imposible comparar la proporcion, es notoria la exclusividad de la capacidad

inhibitoria en esta especie.

3.4 Determinacion de la naturaleza genética de la toxina killer

La actividad de las levaduras killer del género Candida incubadas por 48h a 40°C, siguio
manifestandose posteriormente. Por el contrario, la cepa Lalvin, productora de la toxina K1

codificada en plasmidos, perdié el fenotipo (figura 3). Este resultado demuestra que las toxinas
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Killer de las levaduras aisladas del género Candida, se encuentran codificadas en el genoma

nuclear, caracteristica que vuelve mas estable su produccion.

LALVIN

FIGURA 3. Retencién/pérdida del fenotipo killer posterior a la incubacién a temperaturas superéptimas.

3.4 Interacciones killer — susceptible del complejo Candida parapsilosis

Los resultados de las interacciones entre el panel de levaduras killer y el cepario del complejo
de C. parapsilosis, no arrojé ningln patron que agrupara la totalidad de alguna de las especies
(tabla 5). Ninguna cepa de C. metapsilosis (n = 4) fue inhibida. La cepa C. parapsilosis sensu
stricto ATCC 22019 fue inhibida por todas las levaduras killer, con excepcién de las cepas de
C. parapsilosis y C. utilis, del panel. Esto muestra concordancia con el hecho de que si bien la
sensibilidad a killer se ve influenciada de forma positiva por una cercana relacion filogenética
entre las cepas, es aun asi una propiedad particular de cepa (Vaughan-Martini et al., 1996).
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Proporcionalmente, C. orthopsilosis mostré ser mas sensible, considerando la susceptibilidad

cuando menos a una cepa.

De manera inversa, se evalud la ocurrencia del fenotipo killer en las levaduras del
complejo de C. parapsilosis, para conocer las posibles diferencias entre las especies y, en su
caso, su posible aprovechamiento para establecer un sistema de diferenciacion basado en el

sistema killer.

Ninguno de los aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto o C. orthopsilosis
mostraron actividad killer a ninguna de las temperaturas probadas. Por otro lado, todos los
aislamientos de C. metapsilosis, incluyendo la cepa de referencia, mostraron una zona de
inhibicién a su alrededor incluyendo un borde ligeramente méas oscuro, pero Gnicamente a la
temperatura de 25°C (figura 4). El resultado global de las interacciones killer-susceptible del
complejo C. parapsilosis, indica que cuando se emplea la toxina K2 de S. cerevisiae, y la cepa
ATCC 26609 de la misma especie, como susceptible, C. orthopsilosis exhibe la mayor
ocurrencia del fenotipo Killer y la menor susceptibilidad, mientras que C. orthopsilosis exhibe la

mayor susceptibilidad (30%, tabla 6).

3.5 Inhibicion de Trichosporon spp. y Cryptococcus spp.

Ningun aislamiento de Trichosporon spp. mostr6 susceptibilidad al panel de cepas killer al que
fue expuesto, en ninguna condicion de temperatura empleada. Por otro lado, un total de 6 cepas
de Cryptococcus spp. mostrd susceptibilidad cuando fueron enfrentadas al panel de levaduras
killer del género Candida (tabla 7, figura 5). El patron de inhibicion no permitié diferenciar
entre las cepas (gattii y neoformans), y en todas las cepas inhibidas, siempre fue el mismo

conjunto de levaduras killer el que mostro el antagonismo (k14, k18, k28 y k52).
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TABLA 5. Susceptibilidad de aislamientos del complejo Candida parapsilosis frente a un panel de levaduras killer

Levaduras killer

Cepas evaluadas Candida glabrata C. tropicalis C. albicans C. parapsilosis C. guilliermondii | C. famata | C. utilis
para susceptibilidad "5 05 17 26 35 40 41 48|07 14 20 s0| 04 16| 22 23 39| 34 53 [38 39| 52
H409 + + + + o+ + + + + + +
Co4 + + + +
D3 +
Co D5 + +
HP179 + + + + +
H353 +
CC26 + |+ + + + +
M18 + + .
C124 +
Cp
CC105 +
ATCC 22019 + + + + + + + + + o+ + + + + + + + +

% S6lo se muestran resultados de aislamientos susceptibles al menos a una cepa killer. Co = Candida orthopsilosis. Cp = Candida parapsilosis sensu stricto.
+ = indica inhibicion.



TABLA 6. Distribucidn de las frecuencias de fenotipos killer-susceptible-neutro en

aislamientos del complejo C. parapsilosis.*

Fenotipo killer ~ Fenotipo susceptible Fenotipo neutro

Especie
(%) (%) (%)
C. orthopsilosis 0 30 70
C. metapsilosis 100 0 0
C. parapsilosis sensu stricto 0 20 80

* Resultados empleando la toxina K2 de S. cerevisiae y la cepa ATCC 26609 de esta misma especie, como
susceptible.

3.6 Inmunidad cruzada a toxinas killer

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de inmunidad cruzada a las toxinas killer,
todos los aislamientos del género Candida seleccionados, secretan una toxina igual o muy
similar i.e. las levaduras no son inhibidas entre si. Como era esperado, la levadura Lalvin (S.
cerevisiae) fue la Unica que mostrd ser inhibida por el resto del panel, lo que indica que su
toxina killer no le confiere inmunidad durante el proceso de produccidn/secrecion (figura 6).
Sin embargo, la levadura Lalvin no fue capaz de inhibir a las levaduras del género Candida,
cuya interpretacion unilateral seria que sus toxinas son iguales, sin embargo el escenario inverso
permite demostrar que esto no es asi. Lo anterior demuestra que las toxinas del género Candida
seleccionadas, pertenecen a un mismo tipo entre si pero distinto a K1 (Lalvin), resaltando la
importancia de probar el antagonismo de forma bidireccional cuando se evalta la inmunidad

cruzada.
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C. metapsilosis

C. parapsilosis C. orthopsilosis
sensu stricto

FIGURA 4. Ocurrencia del fenotipo killer en el complejo C. parapsilosis. La estria central es la cepa S. cerevisiae K1 (Lalvin).
(B) Acercamiento a la inhibicién producida por C. metapsilosis.
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FIGURA 5. Inhibicion de Cryptococcus sp. por cepas killer del género Candida.

FIGURA 6. Sensibilidad de la levadura Lalvin a levaduras killer del género Candida.
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TABLA 7. Inhibicion de aislamientos de Cryptococcus spp. empleando
levaduras killer del género Candida.

Especie de Cepas Killer
Clave
Cryptococcus K10 K14 K18 K28 K52 M1

146 gattii

147 neoformans

148 neoformans + + + +
149 neoformans

150 neoformans

151 neoformans

152 gattii + + + +
153 neoformans

154 neoformans

155 neoformans + + + +
156 neoformans

157 neoformans

158 neoformans

159 neoformans

160 neoformans

161 neoformans + + + +
162 neoformans

163 neoformans

164 neoformans

165 neoformans

166 neoformans

167 neoformans

168 neoformans

169 neoformans

170 neoformans

171 neoformans

172 neoformans + + + +
173 neoformans

174 neoformans

175 neoformans + + + +

+ inhibicion.
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3.7 Inhibicion de hongos contaminantes en poscosecha

El grupo de 17 cepas de hongos aislados como contaminantes de vegetales en poscosecha, no
mostrd susceptibilidad frente a cepas de C. guilliermondii obtenidas de aislamientos clinicos,
pero mostré diversos patrones de inhibicion frente a las cepas killer de C. guilliermondii
aisladas de insectos, con diferente intensidad en su actividad antagonista (tabla 8 y figura 7).
Las levaduras M1, Y1 y Y4 exhibieron antagonismo frente a la mayor cantidad de hongos
filamentosos (n = 15), mientras que la levadura Y3 inhibi6 a la menor cantidad de ellos (n = 7).
Resulta notable que todas las cepas del género Penicillium incluidas en este ensayo fueron

inhibidas en algin grado, por todas las levaduras.

Para conocer de forma cuantitativa el potencial biocontrolador de estas levaduras, se
evalu6 el porcentaje de reduccion de crecimiento en cepas de los géneros Penicillium y
Aspergillus. Esto se realizé mediante la inoculacion de los hongos filamentosos en placas con
medio PDA al cual se le incorporaron las levaduras en concentraciones finales de 10° y 10°
células/ml. Como control positivo de crecimiento, se inocularon placas de PDA que no
contenian levaduras. Los ensayos se realizaron por triplicado y se incubaron a 30°C. El

porcentaje de reduccidn se calculo de la siguiente manera:

» diametro colonial en medio con levadura
% reduccion = —— - — x 100
diametro colonial en medio sin levadur
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Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 9 y 10. Empleando la prueba t de

Student, no se encontraron diferencias significativas en los valores de reduccién obtenidos entre
levaduras, aunque los valores globales de reduccién de crecimiento colonial fueron
significativamente menores al emplear concentraciones de levaduras de 10° células/ml (p<0.05).
Las diferencias en los valores de reduccion colonial entre las cepas de Aspergillus y Penicillium
también fueron significativamente distintas, siendo estos mayores en el género Penicillium,
donde con excepcion de la cepa P02, se observaron valores de reduccion superiores al 80% y en
varios casos reduccion del 100% en la concentracion més alta de levaduras.
TABLA 8. Antagonismo de levaduras frente a hongos de poscosecha

ANTAGONISMO POR LEVADURA
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

CONTAMINANTE FUENTE

Absidia sp. Fresa + + + +
Absidia sp. Jicama + + + +
Acremonium sp. Cebolla + +

Aspergillus sp. Cebolla + + + + +
Aspergillus sp. Uva + + + + +
Aspergillus sp. Jicama + + + + + +
Aspergillus sp. Mango + + + + + -
Aspergillus sp. Jicama + + + + + + +
Cladosporium sp. Tomate + + + +
Geotrichum sp. Meldn + + + +
Geotrichum sp. Tomate + + +

Geotrichum sp. Tomate + + + + +
Geotrichum sp. Naranja + + + + -
Geotrichum sp. Tomate - + + +
Penicillium sp. Cebolla + + + + + + +
Penicillium sp. Naranja + + + + + + +
Penicillium sp. Pera + + + + + + +
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Leatrichum sp.

FIGURA 7. Actividad antagénica de cepas de Candida guilliermondii frente a hongos contaminantes en poscosecha.

3.8 Extraccion de la toxina cruda

Dado que los ensayos de inmunidad cruzada indicaron que las toxinas de las diferentes especies
de Candida probadas pertenecen al mismo tipo, las pruebas de extraccion y determinacion del
peso molecular se realizaron empleando la cepa K4 (C. glabrata) debido a su estabilidad y a la
elevada ocurrencia del fenotipo killer en esta especie. Siguiendo el protocolo establecido, se

logré obtener un promedio de 7 ml de toxina, previo a la dialisis y adicion de glicerol. El
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volumen final puede variar segun los tiempos y condiciones de la dilisis, asi como de los

procedimientos (en su caso) empleados para su concentracion posterior.

TABLA 9. Porcentaje de reduccion de crecimiento en cepas de Aspergillus spp. causado por levaduras aisladas
de hormigas

Cepas de Cepas de Aspergillus spp.
levaduras AO1 A02 A03 A04 A05 AO6 AO7
M1 74 67 91 70 85 69 70
M2 76 62 80 62 86 70 79
£ M3 68 73 87 55 89 71 73
< M4 81 75 88 55 90 73 82
“ M5 75 69 9 59 85 76 72
- M6 71 73 91 64 86 71 74
M7 72 72 9% 60 81 73 74
M1 84 82 91 66 88 79 85
M2 88 78 86 66 90 76 78
£ M3 73 78 92 72 89 76 81
< M4 86 85 9% 70 92 83 81
w; M5 84 82 100 70 89 84 85
-~ M6 81 84 93 70 99 76 81
M7 84 81 97 63 95 76 87

La difusion de la toxina en las condiciones empleadas para los ensayos Killer, mostré las
mismas caracteristicas de la inhibicion en presencia de células i.e. halos de inhibicidn rodeadas

de un borde de un color més oscuro (figura 8).
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TABLA 10 Porcentaje de reduccion de crecimiento en cepas de Penicillium spp. causado por levaduras aisladas de hormigas

Cepas de Penicillium spp.

Cepas de levaduras

PO1 P02 PO3 P04 PO5 P06 P07 P08 P09 P10

M1 87 36 87 91 93 85 100 91 85 86

M2 85 50 88 87 90 79 100 93 82 84

E M3 87 48 92 90 91 87 75 90 86 85
é M4 82 54 92 86 89 89 74 93 82 84
e M5 84 45 89 86 89 78 87 93 86 85
- M6 84 50 91 91 94 78 79 92 87 88
M7 87 50 87 91 90 84 90 91 87 84

M1 85 54 91 94 94 87 100 93 91 87

M2 85 42 88 86 100 89 100 93 86 89

E M3 89 53 90 86 100 90 100 96 89 92
é M4 91 55 93 89 100 100 100 94 85 89
e M5 92 47 88 87 95 100 99 91 91 89
- M6 85 48 90 94 97 96 98 93 90 88
M7 84 55 91 92 96 90 100 91 91 86

FIGURA 8. Actividad killer de la toxina cruda (cepa K4).
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Tras someter la toxina a la separacion mediante una columna de sefarosa, se
identificaron las fracciones colectadas con la mayor concentracion proteica, mediante lecturas
espectrofotométricas a una longitud de onda de 280 nm (figura 9). A partir de los datos
obtenidos, se realizd un ensayo de actividad antifangica en placa de 96 pocillos, empleando las
fracciones con la mayor concentracion proteica de acuerdo a las lecturas obtenidas. En el
ensayo, se incluyd un pocillo sin toxina como control de crecimiento de la levadura susceptible
y otro pocillo con la toxina cruda sin separar, como control positivo de la toxina, realizando

todos los ensayos por triplicado. Las condiciones del ensayo se muestran en la tabla 11.

TABLA 11. Condiciones del ensayo de actividad antiftingica en placa de 96 pocillos.

Control sin toxina Control con toxina cruda Fraccion a evaluar
Componente
(L) (mL) (mL)
Caldo YEPD 124 124 124
Inéculo de levadura
s 20 20 20
susceptible (1x10°)
Toxina cruda 56
Toxina fraccionada 56
Agua destilada 56
Volumen total 200 200 200

Posterior a la incubacién por 48 h a 25°C, el crecimiento de la levadura susceptible fue
registrado por medio de la turbidez, obtenida a través de la absorbancia a 650 nm en un lector

de placas de ELISA. Las lecturas indicaron que las fracciones 9, 10 y 17, exhibieron el mismo
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FIGURA 9. Perfil espectrofotométrico de las fracciones colectadas tras la separacion de la toxina killer en la columna de sefarosa.
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porcentaje de inhibicion que el control con la toxina cruda, sugiriendo que en dichas fracciones

se encontraba la toxina killer (tabla 12).

TABLA 12. Resultados del ensayo de actividad antiftingica de la
toxina killer en placa de 96 pocillos.
ABS 650nm

Pocillo Promedio Inhibicion (%)
Indculo sin toxina 0.220 0
Toxina cruda 0.088 60.061
Fraccion 9 0.089 59.304
Fraccion 10 0.089 59.304
Fracciéon 17 0.087 60.363
Fraccion 18 0.265 -20.424
Fracciéon 19 0.301 -36.611
Fraccion 20 0.308 -39.788
Fraccion 21 0.180 18.306
Fraccion 22 0.188 14.523
Fracciéon 23 * *
Fraccion 24 1.458 -561.725
Fraccién 25 * *
Fraccién 26 * *

* Turbidez superior al rango detectable

3.9 Determinacién del peso molecular de la toxina killer

El gel revelado mostré una Unica banda de un peso aproximado de 20 kDa (figura 10). La
ausencia de otras bandas en el gel, indica que las tres fracciones que mostraron inhibicion de la

levadura susceptible, contenian la misma proteina correspondiente a la toxina killer.
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FIGURA 10. Gel de poliacrilamida. M: marcador de peso molecular; K4: toxina killer (fracciones activas).
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DISCUSION

Poco después del descubrimiento de las levaduras killer en Saccharomyces cerevisiae, se
reportd la presencia de esta misma actividad en cepas de otros géneros diversos, tales como
Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia,
etc. (Schmitt & Breinig, 2002). Sin embargo, aunque ya se conocia que en el género Candida
existia también el fenotipo killer, los datos sobre su ocurrencia y su distribucion entre algunas
de sus especies mas prominentes, habian sido reportados inadecuadamente. A diferencia de
Kandel y Stern (1979), quienes investigaron la actividad killer en 154 aislamientos de levaduras
del género Candida, reportando una ocurrencia nula del fenémeno Kkiller, los resultados
generados en la presente investigacion demuestran la presencia del fendmeno Kkiller en el
género, pues empleando la misma cepa susceptible (S. cerevisiae 5x47 = ATCC 38527) se
encontraron 52 cepas killer, entre un total de 1,026 cepas de este género (5%), provenientes
también de muestras clinicas. La principal diferencia entre ambos estudios, es el nimero de
muestras (154 Vs. 1,026), lo que podria atribuir a la probabilidad, el hecho de la nula actividad
encontrada. Sin embargo, en este estudio, la primera cepa killer correspondié al 80vo
aislamiento analizado, lo que sugiere que en un panel de 154 cepas, seria probable encontrar al

menos una cepa killer.
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De acuerdo a los datos generados por el tamizaje realizado al inicio de esta
investigacion, las cepas de interés clinico méas frecuentes: Candida albicans, C. parapsilosis, C.
glabrata y C. tropicalis, exhiben una ocurrencia del fenotipo killer del 2, 3, 17 y 4%
respectivamente, cuando se agrupa a cada especie por separado. Se han publicado reportes sobre
tamizajes realizados entre cepas de especies relacionadas entre si, que exhiben la importancia de
la relacion entre las cepas analizadas, en la deteccion de la actividad killer. En uno de estos
reportes, se encontré que el 98% de 63 cepas de Rhodotorula mucilaginosa mostré actividad
killer (Golubev & Churkina, 1990). En otro reporte, 35% de 62 cepas de Pichia mebranifaciens
exhibié el fenotipo (Gloubev & Blagodatskaya, 1993). Estos datos demuestran que las cepas
killer son méas activas frente a levaduras relacionadas a ellas, por lo que la marcada
predominancia de cepas killer en C. glabrata, generd la posibilidad de un sesgo en la deteccion
de levaduras killer debido a la mayor similitud genética de S. cerevisiae con C. glabrata que
con el resto de las especies analizadas (Diezman et al., 2004). Esta hip6tesis fue puesta a prueba
elaborando un panel compuesto por 35 cepas de diversas especies de Candida, seleccionadas
del mismo cepario analizado originalmente, las cuales fueron evaluadas como posibles cepas
susceptibles. Frente a este panel, se analizaron 500 cepas como posibles killer, generando de
este modo un total de 17,500 combinaciones. Los resultados de este extensivo analisis no arrojo
nuevas relaciones killer-susceptible, descartando de este modo algin sesgo y confirmando que
C. glabrata exhibe la frecuencia mas alta de actividad killer, en cepas de interés clinico, del

phylum ascomycota.
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De forma general, las toxinas killer son estables y actan en un rango de pH limitado y
acidico, con valores entre 2 y 5. Esto ha sido demostrad en Cryptococcus humicola (Golubev &
Shabalin, 1994), Pichia kluyveri (Santos et al., 2000), Pichia inositovora, S. cerevisiae (Bussey
et al., 1979), Williopsis saturnus (Guyard et al., 2002), entre otras. Los ensayos para determinar
la actividad de las toxinas killer secretadas por cepas del género Candida, demostrd que estas se
encuentran en la misma condicion, con una actividad 6ptima en un pH de 4.5. El efecto de la
adicion de NaCl en la presencia de la actividad Killer, fue demostrada a detalle por Llorente et
al. (1997), quienes reportaron que la adicion de sal favorecia y, en algunos casos, permitia
identificar el fenotipo killer en levaduras que de otro modo se habrian reportado como no
productoras de la toxina. Los autores reportan que la adicion de hasta el 6% de sal intensifica el
efecto de la toxina, mientras que los resultados de la presente investigacion mostraron que la
concentracion Optima de sal corresponde al 2%. A pesar de estas diferencias, la importancia de
la adicion de NaCl en el medio en que se evaluara la actividad killer, fue corroborada en este
estudio. Con respecto a la temperatura, se demostré una ligera discrepancia con respecto al
rango de temperaturas recomendado para la accion de las toxinas killer, reportado de 15 — 20°C

(Golubev, 1998), y el cual en el presente estudio fue de 25°C.

La identificacion de las levaduras killer obtenidas de insectos, arrojé que la totalidad de
los aislamientos correspondio a C. guilliermondii. Aunque el resto de las levaduras no fue
identificado debido a no exhibir el fenotipo killer, la alta cantidad de cepas de esta especie

contrasta con reportes del aislamiento de levaduras de insectos, en los cuales la mayoria de las
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cepas corresponde a levaduras del phylum basidiomycota. En uno de estos reportes, se
obtuvieron 64 aislamientos de levaduras recuperadas de hormigas cortadoras de hojas (Atta
spp.), y de las cuales el nimero de levaduras del phylum basidiomycota fue casi cuatro veces
mayor al de las del phylum ascomycota, de las cuales ninguna se identific6 como Candida
guilliermondii (Rodrigues et al., 2009). La misma predominancia del phylum basidiomycota en
levaduras obtenidas de insectos, fue reportada por Pagnocca et al. (2008), quienes las aislaron
también de hormigas. Sin embargo, en 2009, Pimenta et al. reportaron comunidades de
levaduras obtenidas en regiones boscosas en el sureste brasilefio. De un total de 608
aislamientos colectados, mas del 90% pertenecieron al phylum ascomycota y 68 cepas fueron
identificadas como Pichia guilliermondii, estadio teleomorfo de Candida guilliermondii. Esto
sugiere gue no existe un consenso establecido entre la predominancia de levaduras en los nichos
ecologicos y que naturalmente, la fuente del aislamiento es un factor de gran importancia en el

resultado de la identificacion, asi como la metodologia realizada para ello.

El empleo de los patrones de inhibicién (biotipos) generados por levaduras killer, ha
sido reportado en varias ocasiones como una herramienta reproducible para la identificacién de
cepas, principalmente dentro de complejos de especies (Coutinho & Paula, 1998; Provost et al.,
1995; Polonelli et al., 1983; Fuentefria et al., 2007). Su aplicacién en el analisis de la diversidad
de levaduras de interés enoldgico ha sido empleado de forma independiente o0 en combinacién
con otras metodologias para aumentar su poder de resolucion (Sangorrin et al., 2002; Lopes et
al., 2006). En el presente estudio, la evaluacion de las relaciones killer-susceptible entre cepas
del complejo C. parapsilosis no establecié ningun patrén que permitiera distinguir entre las

especies que integran ese complejo (C. orthopsilosis, C. metapsilosis y C. parapsilosis sensu

64



stricto). Esto se debe a que, como se conocio en fases posteriores de la investigacion, las toxinas
producidas por estas cepas pertenecen al mismo tipo, de acuerdo a sus caracteristicas y a las
pruebas de inmunidad cruzada realizadas. Para sobrepasar este obstaculo, es necesario un panel
de levaduras killer con una mayor diversidad de tipos de toxinas, que garanticen una mayor
diversidad de toxinas. Las diferencias observadas en la ocurrencia del fenotipo killer asi como
en la susceptibilidad a killer en el complejo C. parapsilosis sugirio, sin embargo, que existe
variacion en la fisiologia y en la composicion de la pared celular de estas levaduras, lo cual
puede ser explotado para el establecimiento de una diferenciacién por biotipos mediante el
sistema killer. El panel de levaduras Kkiller, mas que diverso, debe contener la combinacion
adecuada de levaduras, pues conjuntos diversos de especies de levaduras han sido evaluados
previamente para la diferenciacion de especies sin éxito (Ottonelli et al., 2013; Scheid et al.,
2010). Adicionalmente, es importante considerar las diferencias fundamentales entre los
conceptos de resistencia e inmunidad, pues pasadas por alto, podrian volver poco reproducible
un esquema de biotipificacion. Dado su mecanismo de accion, el fendmeno de insensibilidad a
las toxinas Kkiller generalmente ocurre al nivel de la pared celular. De este modo, las levaduras
resistentes carecen de los receptores necesarios para la formacion del enlace con la toxina y por
lo tanto para la accion misma de ésta (Marquina et al., 2002; Golubev, 2006). Como resultado,
si la composicion quimica de la pared de las levaduras responde a una relacion taxonémica, la
resistencia causante de la insensibilidad a killer responderia a una relacion taxonémica también
(Golubev, 1998; Golubev, 2006). De acuerdo con esto, algunos cuantos estudios han mostrado
que la efectividad de la toxina esta relacionada de forma inversa a la afiliacion filogenética, lo
que sugiere que levaduras del phylum ascomycota seran insensibles a levaduras del phylum

basidiomycota, y viceversa. Esto, si bien representa una ldgica taxonomica coherente, no
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representa una regla obligada, tal como lo muestra la inhibicion de algunas levaduras del género

Cryptococcus neoformas y C. gattii, mostradas en este trabajo.

Las cepas que producen toxinas del mismo tipo, o lo suficientemente similares, exhiben
un fenébmeno de inmunidad cruzada (Golubev, 2006). Bajo esta premisa, todas las levaduras
identificadas como killer en este estudio, producen una toxina del mismo tipo, como lo
demuestra la insensibilidad entre ellas pero la capacidad de inhibir a la levadura Lalvin, usada
como cepa killer de referencia. De este modo, es evidente que una levadura killer puede ser

también susceptible, en un contexto distinto.

Entre sus potenciales aplicaciones, el empleo de las levaduras killer como herramientas
de biocontrol en vegetales de importancia para el hombre, ha sido investigado ampliamente
(Rosa et al., 2010; de Souza et al., 2009; Bleve et al., 2006; Druvefors & Schnirer, 2005;
Coelho et al., 2009). Las cepas de Candida guilliermondii (anamorfo de Pichia guilliermondii)
aisladas de insectos en el curso de esta investigacion, inhibieron a la cepa de S. cerevisiae
ATCC 26609 susceptible a killer, mostrando los signos caracteristicos i.e. halo de inhibicion y
borde azul (figura 11). Al evaluar su antagonismo frente a hongos filamentosos, lograron inhibir
un grupo diverso de contaminantes de vegetales en poscosecha. Las levaduras mostraron
patrones irregulares de inhibicidn, lo que sugiere que el efecto antagonista no depende de forma
exclusiva del factor killer. Para confirmar la presencia del factor antagonista secretado por la
levadura, se probo el efecto de su toxina cruda frente a la levadura susceptible a killer, mediante

difusion en pocillo. Como controles se empled la misma cepa inoculada y la cepa K4 (C.
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glabrata) también inoculada (figura 12). Los resultados muestran que a pesar de que la levadura
muestre los signos de inhibicion relacionados con la actividad killer el extracto proteico no
presentd ninguna inhibicién. Esto sugiere que el antagonismo puede estar mediado por otros
factores, tales como la competencia por espacio y nutrientes o la depredacion (Golubev, 2006).
La ausencia de actividad killer en esta cepa, fue posteriormente confirmada por el Dr. Jeremy
Bruenn (Universidad de Buffalo, NY, comunicacién personal) en una prueba independiente sin
el conocimiento previo de nuestros resultados (figura 13). Estos resultados ilustran la existencia
de estrategias de antagonismo adicionales a la secrecidn de toxinas killer, asi como la necesidad
de confirmar la actividad killer en extractos libres de células, con la finalidad de evitar

categorizar como Killer cualquier otra actividad antagonista.

FIGURA 11 Actividad inhibitoria de M1 (C. guilliermondii).
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FIGURA 12. Ausencia de inhibicidn por el extracto proteico (flecha) de M1 (C. guilliermondii).

FIGURA 13. Ausencia de inhibicién por la levadura M1 (Bruenn, 2013; comunicacién personal).
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El tamafio molecular de las toxinas killer ha sido reportado en un rango variable (tabla
13). Sin embargo, la mayoria de las toxinas se encuentran en el rango de 10 — 20 kDa (Young,
1987; Magliani et al., 1997, Golubev et al., 2002; Golubev et al., 2003; Marquina et al., 2002;

Schmitt & Breinig, 2002; Buzzini et al., 2004; Golubev, 2006)

TABLA 13. Tamafio molecular de las toxinas killer*

Especie Cepa Tamaiio (kDa)

Cryptococcus humicola <1l
Cystofilobasidium infirmominiatum VKM Y-2897 >15
Debaryomyces robertsiae CBS6693 >100
Debaryomyces hansenii CyC 1021 23
Debaryomyces hansenii 23
Hanseniaspora uvarum 470 18
Hanseniaspora uvarum 18
Kluyveromyces phaffii DBVPG 6076 33
Kluyveromyces fragilis 42
Kluyveromyces lactis AWJ137 156
Kluyveromyces marxianus NCYC 587 42
Kluyveromyces walltii IFO 16667 >10
Pichia acaciae NRRL Y-18665 187
Pichia anomala QcC 65 83
Pichia farinosa KK1 14
Pichia inositovora NRRL Y-18709 >100
Pichia kluyveri 1002 19
Pichia membranifaciens CYC 1106 18
Saccharomyces cerevisiae KL88 19
Saccharomyces cerevisiae NCYC 713 21.5
Saccharomyces cerevisiae CBS 8112 21
Saccharomyces cerevisiae 111 20
Saccharomyces cerevisiae 115 75
Schwannyomyces occidentalis ATCC 44252 12.3
Tilletiopsis albenscens 10
Trichosporon pullulans VKM Y-2303 >15
Williopsis californica DSM 12865 34
Williopsis mrakii IFO 0895 10.7
Williopsis mrakii NCYC 500 1.8-5.0
Williopsis saturnus DBVPG 4561 62
Williopsis saturnus IFO 0117 9.5
Zygosaccharomyces bailii 412 10

* S6lo se muestran levaduras para las cuales se ha evaluado el tamafio molecular de su toxina killer.
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Los resultados obtenidos para la determinacion del tamafio molecular de las toxinas
killer de las cepas de Candida spp. analizadas en esta investigacion, confirman que éste género
no es la excepcidn en relacion a esta variable. Aunque la presencia de la actividad killer en este
género ya se conocia previamente (Rogers & Bevan, 1978), su ocurrencia entre las especies asi
como las caracteristicas fisicoquimicas y su tamafio molecular no habian sido confirmadas.
Estas caracteristicas no son estaticas para el género Candida, tal como lo demostré Arroyo-
Helguera et al. (2012), sin embargo la dimensién de este estudio permitié generar informacion
estadistica importante que sirva de referencia para estudios posteriores en el tema de la

fisiologia de las levaduras.
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CONCLUSION

Los resultados de la presente investigacion confirman la presencia del fenotipo killer en
levaduras de origen clinico, del género Candida, con una incidencia del 5%. La incapacidad de
las cepas Killer de diversas especies del género, de inhibirse entre si, sugiere que sus toxinas
pertenecen al mismo tipo, sin embargo, la especie donde este fenotipo se exhibe con mayor
frecuencia es C. glabrata, la cual representa el 54% del total de cepas killer obtenidas y cuya
frecuencia es estadisticamente mayor al resto de las especies identificadas. La distribucién del
fenotipo killer varia en cepas del complejo C. parapsilosis, las cuales presentaron el fenotipo en
frecuencias del 10, 0 y 100%, para C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C.
metapsilosis respectivamente. Debido a la similitud de sus toxinas, no fue posible generar un
panel de levaduras Killer de este género, capaz de discriminar entre las especies de este

complejo.

Las toxinas Killer producidas por estas cepas, actla de manera 6ptima a un pH de 4.5 y una
temperatura de 20°C; su actividad se ve favorecida por la presencia de NaCl al 2%, pero
disminuye si esta concentracion aumenta. La proteina activa mostré tener un tamafio

aproximado de 20 kDa.
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