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LEVADURAS FERMENTADORAS AISLADAS DE CYTTARIA HARIOTI (FUNGI)
EN BOSQUES ANDINO - PATAGONICOS (ARGENTINA)

JOSE ULLOA', DIEGO LIBKIND2 SONIA FONTENLA2y MARIA VAN BROOCK?

Summary: Fermenting yeasts isolated from Cyttaria hariotii (Fungi) in the Andean Patagonic Forest.
Yeasts have been associated with mankind from early ages. Among these, fermentative yeasts played
the most relevant role, due to its importance in the food industry. The biotechnological implications of
these yeasts have been extensively studied. However there is a lack of information about its distribution
in nature and ecology. In this study samples of Cyttaria hariotii, ascomycete fungus parasite of trees of
the genus Nothofagus, were collected in Nahuel Huapi National Park (Northwestern Patagonia,
Argentina). 72 isolates were obtained using a selective culture medium with 8% ethanol. Identification of
the isolates was based on morphological and physiological tests, and then sorted into five groups. Three
groups were assigned to the genera Saccharomyces, Pichia and Kloeckera respectively. The
Saccharomyces group was the prevailing one, and was sorted into three subgroups. Two of them were
related to S. bayanus and /or S. uvarum. All the isolates were psychrotolerant and the maximum growth
temperature ranged between 35 and 37 °C. This work contributes to the knowledge of the biodiversity of
yeasts in the region and represents the first massive isolation of Saccharomyces yeasts in natural
environments of Patagonia.

Key words: Fermenting yeasts, Cyttaria hariotii, yeasts biodiversity, yeasts physiology, psychrotolerant,
Andean Patagonic Forest.

Resumen: Las levaduras han estado asociadas al hombre desde épocas muy tempranas. Entre estas
se destacan las fermentadoras debido a su importancia en la industria de los alimentos. Las implicancias
biotecnoldgicas de estas levaduras han sido extensamente estudiadas, sin embargo la distribucién en
la naturaleza y la ecologia de estas no se encuentra igualmente documentada. El presente estudio se
realiz6 en el Parque Nacional Nahuel Huapi (Noroeste Patagénico, Argentina) sobre Cyittaria hariotii,
hongo ascomicético parasito de arboles del género Nothofagus. Mediante el uso de un medio selectivo
con etanol 8 % se obtuvieron 72 aislamientos. Los mismos fueron ordenados en cinco grupos en base
a pruebas morfolégicas y fisiolégicas, tres de los cuales fueron asignados a los géneros
Saccharomyces, Pichia y Kloeckera. El grupo Saccharomyces presentd el mayor nimero de
aislamientos y se subdividio en tres subgrupos, dos de ellos presentan alta afinidad con S. bayanus y/é
S. uvarum. La totalidad de los aislamientos fueron psicrotolerantes y la temperatura maxima de
crecimiento oscilo entre 35 y 37 °C. El presente trabajo contribuye al conocimiento de la biodiversidad
de levaduras de la Patagonia y representa el primer aislamiento masivo de levaduras sacaromicéticas
en ambientes naturales de la region.

Palabras clave: Levaduras fermentadoras, Cyttaria hariotii, biodiversidad de levaduras, fisiologia de
levaduras, psicrotolerantes, bosque Andino-patagénico.
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INTRODUCCION

El hombre ha estado en contacto con las levadu-
ras desde épocas muy tempranas, las ha utilizado
principalmente y dada su capacidad fermentativa, en
la elaboracién empirica de alimentos. Entre las leva-
duras fermentadoras las especies del género
Saccharomyces se destacan por poseer alta eficien-
cia de produccion de etanol y elevada tolerancia al
mismo (Deak, 2006). Han sido descriptos otros
géneros de levaduras fermentadoras (también cono-
cidas como no-sacaromicéticas) entre los que se
encuentran Brettanomyces, Debaryomyces, Dekke-
ra, Hanseniaspora, Pichia, Torulaspora, Zygosa-
ccharomyces 'y sus respectivos anamorfos
(Kurtzman & Fell, 1998). La mayoria de dichos
géneros tienen importancia en la industria alimenti-
cia dado que pueden alterar positiva o negativamen-
te la calidad del producto final. Tal es asi el caso de
las levaduras floculantes en la industria vinicola que
confieren caracteristicas organolépticas no deseadas
a los vinos (Fleet, 1992; Stratford, 2006). Las utili-
dades e implicancias biotecnoldgicas de las levadu-
ras fermentadoras han sido extensamente estudiadas,
sin embargo la distribucion en la naturaleza y la eco-
logfa de estas levaduras se encuentra mucho menos
documentada.

En América del Sur y en particular en Argentina,
los estudios respecto de levaduras fermentadoras
asociadas a la produccién vinica estdn adquiriendo
relevancia (Lopes et al., 2002; Sangorrin et al., 2002;
Dorneles et al., 2005; Lopes et al., 2005); sin embargo,
los estudios sobre la diversidad de levaduras
fermentadoras de ambientes naturales y los aspectos
ecoldgicos que intervienen sobre estas poblaciones
nativas son escasos. Entre estos, se puede mencionar el
estudio de levaduras asociadas a canopias y suelo
lindante de especies arbustivas proximas a vifiedos de
la provincia de San Juan, Argentina, entre las que se
aislaron especies fermentadoras como S. cerevisiae
(Toro et al.,2005). Asi mismo en el Noreste Argentino
se han realizado estudios de ecologia de levaduras y su
asociacion con plantas del género Prosopis (Fabaceae)
y Opuntia (Cactaceae) en los que se han aislado
levaduras fermentadores (Spencer et al., 1996; de
Figueroa et al.,2004). En la Patagonia, Brizzio & van
Broock (1998) aislaron de los estromas del hongo
Cyttaria hariotii los géneros Kloeckera, Candida,
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Rhodotorula y Saccharomyces entre los que podrian
existir especies fermentadoras. Cyttaria hariotii es un
hongo ascomicético del Orden Cyttariales, Familia
Cyttariaceae, pardsito de drboles del género
Nothofagus (Gamundi & de Lederkremer, 1989;
Gamundi, 1991). Dichos estromas se caracterizan por
poseer un alto contenido en carbohidratos,
correspondiendo el 10,2% de su peso seco a aztcares
simples como glucosa, fructosa y sacarosa, entre otros
(de Lederkremer & Cirelli, 1988; Gamundi & de
Lederkremer, 1989). Los hallazgos preliminares de
géneros, que incluyen especies fermentadoras, las
caracteristicas quimicas de los estromas, la
constataciéon empirica de procesos fermentativos en
estos hongos maduros y los registros de su utilizacién
para producir bebidas fermentadas, sugieren que C.
hariotii es un sustrato factible de sustentar el
crecimiento de levaduras fermentadoras. Por lo antes
expuesto, el objetivo de este trabajo es estudiar la
presencia y caracterizar fisioldgicamente las levaduras
fermentadoras asociadas a estromas de C. hariotii en
el Parque Nacional Nahuel Huapi (PNNH), Rio
Negro, Argentina. Al mismo tiempo se pretende
establecer un medio de cultivo apropiado para aislar
levaduras fermentativas de un indculo flingico.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de levaduras. Las levaduras
estudiadas en el presente trabajo fueron aisladas de
estromas de Cyttaria hariotii E. Fisch. obtenidos de
arboles de Nothofagus dombeyi (Mirb.) Blume. y
Nothofagus antarctica (G. Forst.) Oerst. en
proximidades del lago Mascardi (Parque Nacional
Nahuel Huapi, Provincia de Rio Negro, Patagonia,
Argentina). Los estromas fueron procesados segtin
se describe en Libkind et al. (2007) y las levaduras
fueron aisladas utilizando un medio selectivo para
levaduras fermentadoras basado en la presencia de
etanol 8 % v/v (Sampaio & Gongalves, 2008).

Los aislamientos, una vez purificados, fueron
conservados mediante repiques periddicos, en tubos
en pico de flauta con medio YMA a 4 °C.
Simultdneamente se conservaron por crio-
conservacion, en caldo YM con glicerol (12 % v/v)
a -20 °C. Los aislamientos fueron ingresados al
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D-manitol

DL-lactato

o-melezitosa

Fig. 1.- Estructuras sexuales de los aislamientos de  Fig. 2.- Diferencias de vigorosidad de crecimiento
las levaduras fermentadoras de Cyttaria hariotii. A:  en las pruebas de asimilacién de fuentes carbonadas
ascos caracteristicos del género Saccharomyces con  entre los subgrupos G1-a 'y G1-b de Saccharomyces.
cuatro ascosporas en su interior (G1); B: conjuga-

cidn, ascos y ascosporas no sacaromicéticas (G3).

Tabla 1. Grupos y caracteristicas micro-morfoldgicas de los aislamientos de levaduras de Cyttaria hariotii

Numero de s 5
Forma celular / brotacién Estructura sexual Género propuesto

aislamientos

Ovoide-esféricas / Ascos con 4
1 58 . . . Saccharomyces
multilateral ascosporas 6 ausentes
2 5 Limén / bipolar Ausente Kloeckera

Ascos con 4 ascosporas,
3 7 Ovoides / multilateral presencia de tubo Pichia
de conjugacion

4 1 Elipsoidales / multilateral Ausente No identificado
Esférica con granulo lipidico
5 1 que ocupa 90% de la célula / Ausente No identificado
multilateral

* El 86% de los asilamientos presentaron estructuras sexuales, todos estos casos pertenecieron a los sub-
grupos G1-ay G1-b.
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cepario de levaduras del
Universitario Bariloche-UNCo.

Centro Regional

Caracterizacion morfologica de los aislamien-
tos. Para la caracterizacién macro y micro-morfold-
gica se evaluaron los siguientes caracteres: color,
textura, morfologia del borde y elevacién de las
colonias sobre el medio; forma celular, tipo de brota-
cién y tipo de gemacion de las células vegetativas
(Yarrow, 1998). Todos los aislamientos fueron estu-
diados respecto de su capacidad de producir estruc-
turas sexual utilizando un medio de cultivo para la
induccién de la esporulaciéon (acetato de potasio
0,35% p/v; agar-agar 2% p/v). La observacion de las
estructuras sexuales se llevé a cabo bajo microscopio
optico BX40. Los grupos se organizaron utilizando
las caracteristicas morfoldgicas y sexuales de los dis-
tintos aislamientos de levaduras, estableciendo la
identificacién taxondémica preliminar (cuando fuese
factible).

Caracterizacion fisiologica de los aislamientos.
Se seleccioné un nimero representativo de aisla-
mientos por grupo a los que se les realiz6 un conjun-
to de pruebas fisiologicas (33 pruebas de asimila-
cién de diferentes fuentes de carbono y 13 pruebas
de fermentacién). Los ensayos se realizaron de
acuerdo a la metodologia descripta por Yarrow
(1998), se incubaron a 20 °C y se realizé una apre-
ciacion cualitativa del crecimiento en cada una de
ellas (positivo, positivo débil). Las fuentes de carbo-
no testeadas en las pruebas de asimilacién fueron:
D-glucosa, D-galactosa, L-sorbosa, D-glucosamina,
D-ribosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-arabinosa, L-
ramnosa, sacarosa, maltosa, o,c-trehalosa, celobio-
sa, salicina, arbutina, melibiosa, lactosa, rafinosa,o.-
melezitosa, almidén soluble, glicerol, meso-eritritol,
ribitol, xilitol, D-glucitol, D-manitol, D-galactitol,
myo-inositol, glucono-0-lactona, D-glucuronato,
DL-lactato, succinato y citrato. Se evalué también la
produccién de compuestos amildceos (PCA).

El ensayo de fermentacion se realizé utilizando
las siguientes fuentes de carbono: celobiosa, fructo-
sa, galactosa, glucosa, inulina, lactosa, maltosa,o -
melezitosa, melibiosa, rafinosa, sacarosa, o,o-treha-
losa y xilosa. Los resultados fueron analizados con la
siguiente escala de valores: (+f): fermentacion fuerte
(campana de Durham llena antes de tres dias), (+d):
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fermentacion débil (campana de Durham llena en
mas de tres dias), (-): fermentacién negativa.

Se estudio el crecimiento de los aislamientos
representativos de los grupos a distintas temperatu-
ras, el rango utilizado fue entre 5 a 40 °C, cada 5 °C,
en medio YMA.

Se incluyeron en los ensayos cepas testigo de S.
cerevisiae (NRRL Y-12632NT) S. paradoxus
(NRRL Y-172177), S. kudriavzevii (NRRL Y-
27339T) y S. uvarum (NRRL Y-17034T).

RESULTADOS

A partir de los estromas de C. hariotii se obtu-
vieron un total de 72 aislamientos. Todas las colo-
nias presentaron color blanco, aspecto liso, borde
entero y uniforme. Los resultados de la caracteriza-
cién micro-morfoldgica permitieron la organizacién
de los aislamientos en 5 grupos (Tabla 1). Las for-
mas celulares variaron de esféricas a elipsoidales y
en el caso del grupo 2 presentaron forma de limon.
El tipo de brotacién vegetativo fue mayormente
multilateral, con la excepcién de los aislamientos
del grupo 2 que mostraron gemacién bipolar carac-
teristica de levaduras del género Hanseniaspora y
su anamorfo Kloeckera. Los grupos 1 y 3 formaron
estructuras sexuales, mientras que en los grupos res-
tantes no se observaron estructuras de este tipo en
las condiciones de cultivo empleadas en el presente
trabajo. El 86% de los aislamientos del grupo 1 des-
arrollaron ascos con 4 ascosporas esféricas en su
interior, correspondiente a la morfologia tipica de
Saccharomyces spp. (Fig. 1A). La totalidad de los
aislamientos incluidos en el grupo 3 desarrollaron
ascos con 4 ascosporas producto de la conjugacién
de 2 células que se corresponden morfolégicamente
al género Pichia (Fig. 1B).

La totalidad de los aislamientos presentaron cre-
cimiento entre 5 y 30 °C, el 94 % de los aislamien-
tos lo hicieron a 35 °C, con excepcién de los grupos
3 (Pichia) y 5. No se registro crecimiento a 37 y 40
°C. Los aislamientos incubados a 5 °C presentaron
crecimiento a las 96 hs de cultivo, mientras que a 20
y 30 °C el crecimiento se registr a las 24 hs de incu-
bacién.



Los resultados de las pruebas de asimilacién de
carbono se presentan en la Tabla 2. Ninguna de las
levaduras estudiadas presentd crecimiento en las
siguientes pruebas de asimilacion de carbono: L-sor-
bosa, D-glucosamina, D-ribosa, D-xilosa, L-arabino-
sa, D-arabinosa, L-ramnosa, lactosa, almidén soluble,
meso-eritritol, ribitol, xilitol, D-galactitol, myo-inosi-
tol, D-glucuronato y citrato. Los aislamientos del
género Saccharomyces presentaron diferencias en la
asimilacién de las fuentes carbonadas y en la vigoro-
sidad con que asimilaron a éstas, conduciendo a la
subdivision en 3 subgrupos (Gl-a, G1-b, G1-c). Los
subgrupos G1-a y G1-b se diferenciaron en la asimila-
cién de D-manitol, DL-lactato y a-melezitosa (Fig. 2),
mientras que el subgrupo G1l-c asimilé un grupo de
fuentes carbonadas restringido tinicamente a: glucosa,
D-galactosa, sacarosa, maltosa y rafinosa (Tabla 2).
La asimilacién de fuentes carbonadas presentada por
los aislamientos de los subgrupos Gl-a y Gl-b es
similar al de las cepas tipo de S. bayanus 'y S. uvarum.
Por otra parte el conjunto de fuentes carbonadas asi-
miladas por el subgrupo G1-c no presenta semejanzas
con otras especies del género, sin embargo estudios
previos, con herramientas moleculares, no mostrados
en este trabajo, confirman la inclusién del subgrupo
Gl-c dentro del grupo de levaduras sacaromicéticas.
Resultados similares se observaron para los aislamien-
tos del género Kloeckera los cuales fueron separados
en 2 subgrupos de acuerdo a diferencias en la asimila-
cion de arbutina, celobiosa, salicina y gluco-d-lactona
(Tabla 2).

Los resultados de la fermentacién de carbono de
los subgrupos mayoritarios correspondientes a
Saccharomyces spp. se presentan en la Tabla 3. Las
fuentes de carbono celobiosa, xilosa e inulina no
fueron fermentadas.

DiscusiON Y CONCLUSIONES

En el presente trabajo se obtuvieron un total de
72 aislamientos de levaduras ascomicéticas a partir
de C. hariotii. Los cultivos presentaron colonias con
caracteristicas morfoldogicas semejantes sugiriendo,
por un lado, la presencia de un grupo limitado de
taxones, coincidente con los resultados de la carac-
terizacion fisioldgica que arrojé un total de 5 gru-
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pos, dos de los cuales presentaron subgrupos. Por
otro, los resultados obtenidos destacan la eficiencia
de seleccion del medio de cultivo (basado en altas
concentraciones de etanol) y su utilidad para estu-
diar levaduras fermentadoras tanto del grupo sacaro-
micético como del no-sacaromicético. Resulta inte-
resante destacar que los géneros no-sacaromicéticos
Kloeckera y Pichia (registrados en este trabajo en
los estromas de C. hariotii) fueron también aislados
frecuentemente en ambientes donde se producen
bebidas fermentadas, junto con especies de
Saccharomyces (Jespersen et al., 2005; Stratford,
2006; Fugelsang & Edwards, 2007; Sudrez Valles et
al.,2007) y que estas levaduras presentaron también
tolerancia a altas concentraciones de etanol (Deak,
2006).

Trabajos previos con levaduras de C. hariotii, en
los que se utilizaron para aislar medios no selecti-
vos, reportaron la existencia de mayor diversidad de
levaduras pertenecientes tanto al Phylum
Ascomycota como al Basidiomycota, entre los que
se encontraban los géneros Phaffia, Cryptococcus,
Sporobolomyces, Rhodotorula, Rhodosporidium,
Kloeckera, Candida y Saccharomyces (Brizzio &
van Broock, 1998; Libkind et al., 2004; Libkind et
al., 2007). A partir de los resultados del estudio de
los estromas de C. hariotii en bosques del género
Nothofagus de este trabajo y de los antes menciona-
dos, es posible afirmar que los estromas de C. hario-
tii poseen diversas poblaciones de levaduras y que
junto a sus hospedadores conforman un ambiente
propicio para el establecimiento y/o desarrollo de
las levaduras fermentadoras. Asimismo la presencia
de levaduras en todas las muestras analizadas sugie-
re que las poblaciones de levaduras se encuentran
frecuentemente asociadas con estos estromas en las
condiciones ambientales de los bosques Andino-
patagénicos.

Respecto al crecimiento a diferentes temperatu-
ras se registro que todos los aislamientos carecieron
de crecimiento a temperaturas iguales o mayores a
37 °C y que la mayoria de los mismos crecieron a 35
°C, determindndose asi una temperatura maxima de
crecimiento comprendida entre 35 y 37 °C. Todos los
aislamientos crecieron entre 5 y 30 °C. Estos regis-
tros concuerdan con el clima templado frio de la
region donde la temperatura media anual es de 8,1 °C
y rara vez la temperatura sobrepasa los 30 °C
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(Pereyra et al., 2005). Por otra parte la capacidad de
crecimiento entre 5 y 15 °C de todos los aislamientos
permite afirmar que estos serfan psicrotolerantes
(Morita, 1975). Dentro del género Saccharomyces, S.
bayanus y S. uvarum son especies psicrotolerantes,
que han sido aisladas en zonas frias de Europa
(Naumov et al., 2000; Suarez Valles et al., 2007). Es
probable que los aislamientos sacaromicéticos del
presente trabajo pertenezcan a una o ambas especies.
La existencia de un aislamiento previo de S. bayanus
en exudados de drboles del género Nothofagus en la
Patagonia (Naumov efr al., 2006) sustenta, asi
mismo, esta hipétesis. A diferencia de los subgrupos
sacaromicéticos G1-a y G1-b el subgrupo Gl-c pre-
sent6 la capacidad de asimilar s6lo unas pocas fuen-
tes de carbono. A su vez, fue el tnico subgrupo que
no desarrollo ascos tipicos sacaromicéticos, lo que
puede deberse a que algunas cepas, tanto naturales
como de uso industrial, pierden la capacidad de
esporular o presentan alguna anomalia en su ploidia
lo que provoca una meiosis anormal o defectuosa
(Rainieri et al., 2003). Estas caracteristicas no son
suficientes para poder plantear una identificacién a
nivel de especie para el subgrupo G1-c, siendo nece-
sarios para ello realizar estudios moleculares.

El 80,5 % de los aislamientos obtenidos correspon-
den al género Saccharomyces, representando el pri-
mer registro numeroso de este género en sustratos
naturales de la regiéon. Asi mismo constituye un
importante registro debido a que estos aislamientos
sacaromicéticos provienen de un drea natural con
poca accién antrépica y separada geograficamente
del area de produccién de bebidas fermentadas. Asi
mismo existe la posibilidad de que las especies saca-
romicéticas aisladas en el presente trabajo hayan
sido las responsables de la actividad fermentativa en
las bebidas alcohdlicas que los nativos de la region
realizaban en base a los estromas de C. hariotii.
Resta investigar si estas levaduras sacaromicéticas
conforman poblaciones salvajes en C. hariotii o si se
encuentran en ellas ocasionalmente por la accion de
vectores (ej. insectos). La primera hipétesis no seria
precipitada considerando los descubrimientos
recientes de poblaciones salvajes de varias especies
de Saccharomyces en corteza de diversas especies
de arboles (Sniegowski et al., 2002; Naumov et al.,
2006; Sampaio & Gongalves, 2008). Los resultados
obtenidos en el presente trabajo son de suma
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importancia dado que los hdbitats naturales de las
especies de Saccharomyces aun no han sido
identificados y algunas especies fueron encontradas
en tan raras ocasiones que sélo se conocen unas
pocas cepas. Estudios tendientes a investigar la
ocurrencia de levaduras sacaromicéticas en
estromas de C. hariotii provenientes de diferentes
puntos geograficos de la Patagonia, asi como
también en corteza de las distintas especies de
Nothofagus nativas, se encuentran actualmente en
curso y permitirdn determinar si se tratan o no de
poblaciones salvajes.

El restante 19,5 % corresponderia a géneros no-
sacaromicéticos tales como Kloeckera y Pichia,
siendo éste el primer registro de la ocurrencia del
género Pichia en estromas de Cyttaria. Se
encuentran en progreso estudios moleculares en los
aislamientos no-sacaromicéticos a fin de poder
confirmar las agrupaciones y asignaciones a género
realizadas en el presente estudio y ademds alcanzar
la identidad a nivel de especie.

En el presente trabajo, se aislaron numerosas
levaduras sacaromicéticas que por sus diferentes
caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas entre ellas
podrian pertenecer a 3 especies diferentes, de las
cuales dos podrian ser S. bayanus y S. uvarum.
Ademds, se obtuvieron aislamientos pertenecientes a
levaduras no-sacaromicéticas asignadas a los géneros
Pichia y Kloeckera. El presente trabajo provee las
bases para estudio de las levaduras fermentadoras
asociadas a los estromas de C. hariotii, demuestra la
eficiencia y selectividad del medio de cultivo
utilizado para levaduras fermentadoras, previamente
descrito para el aislamientos de levaduras de corteza
(Sampaio & Gongalves, 2008). Contribuye asi mismo
al conocimiento de la diversidad, ecogeografia y
fisiologia de las levaduras fermentadoras en el Parque
Nacional Nahuel Huapi, Patagonia, Argentina.
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