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Resumen

La adaptacion a los cambios de salinidad en levaduras se consigue mediante modificaciones fisioldgicas
y la expresion genética de la célula que implica la regulacion en los sistemas de transporte en la
membrana plasmatica que afecta la turgencia celular. Debido a su capacidad para producir compuestos
bioactivos, como acidos grasos poliinsaturados y carotenoides de alto valor nutricional, estos
microorganismos se han convertido en un interesante objeto de estudio. No obstante, su uso para producir
estos compuestos enfrenta desafios, como el aislamiento de cepas con caracteristicas Optimas para su
cultivo masivo y de bajo costo. A pesar de los estudios ya existentes en levaduras, atin se desconoce en
gran medida el efecto de la salinidad sobre el crecimiento celular y la producciéon de metabolitos
secundarios. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue investigar cepas de fungoides aisladas de
agua dulce y su potencial para producir carotenoides cuando son sometidas a un gradiente de salinidad.
Asi también, se investigo su capacidad de utilizar una fuente de carbono alternativa, distinta a los medios
comerciales para proyectar el posible escalamiento del bioproceso.

Se estudiaron 17 cepas de fungoides pigmentados aisladas a fines del invierno de 2023 y 2024, desde el
Humedal Urbano Laguna Avendafio (Comuna de Quillon, Region de Nuble, Chile). De estas, se
seleccionaron dos cepas (Q4 y Q7), con un alto contenido de carotenoides totales para evaluar su
respuesta frente a un gradiente de salinidad (0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 PSU). Los resultados muestran que
ambas cepas son sensibles al incremento de la concentracion de sal, no obstante, el crecimiento celular
de Q4 correlaciona significativamente (p < 0,001) con el tiempo de cultivo a 0 PSU (control) y 30 PSU
(r?=0,95, r>=0,89, respectivamente). Para esta cepa, en las otras salinidades no se observé un crecimiento
significativo. En contraste Q7 muestra un efecto inverso frente a la salinidad tipo “dosis respuesta” y
logra llegar a la fase estacionaria mas rapidamente (144 h) que Q4 (192 a 216 h). No obstante, en la fase
estacionaria Q4 alcanza una mayor densidad celular a 30 PSU (56375 + 11136), que Q7 (OPSU; 33000
+ 707 células/mL). Asi también, al final del experimento la cepa Q4 mostrd una mayor concentracion
de carotenoides totales (p=0,014, p < 0,05) que la cepa Q7, por lo tanto, fue la mejor candidata para
explorar su crecimiento en glicerol como una fuente alternativa de carbono.

Los resultados del ensayo con glicerol p.a. para evaluar el potencial de escalamiento del cultivo de la
cepa Q4 mostraron que su crecimiento promedio fue significativamente mayor (p < 0,05), en este
substrato (38500 + 22585 células/mL) que en medio Sabouraud (7075 + 2619 células/mL). No obstante,
al final del experimento la concentracion de carotenoides totales no mostrod diferencias significativas
entre ambos medios.

En conclusién, el crecimiento de las cepas de levaduras aisladas de agua dulce es afectado por el
incremento de la concentracion de sal, sin embargo, Q4 es capaz de crecer a 30PSU como el control a
OPSU lo que demuestra que posee mecanismos de adaptacién al incremento de salinidad que se activan
sobre el umbral de los 25 PSU, en cambio, Q7 responde inversamente al incremento de salinidad, lo que
demuestra que este tipo de organismos poseen mas de un mecanismo adaptativo para enfrentar el estrés
salino. Esta observacion puede ser relevante en el desciframiento de la diversidad de mecanismos
adaptativos de los fungoides facultativos. Asi también, Q4 demostré tener el potencial de crecer en un
medio alternativo, como el glicerol proveniente de la industria de biodiesel, que normalmente esta
contaminado con sodio. Finalmente, dado el reducido tiempo para realizar este seminario, los intentos
para identificar molecularmente el tipo de microorganismo de la cepa Q4 fueron infructuosos, sin
embargo, su morfologia es consistente con el grupo de las levaduras. Mayor investigacion al respecto
debe ser realizada en este sentido.

Palabras claves: Fungoides marinos, fungoides de agua dulce, tolerancia a la sal, glicerol p.a, uso
de medio de cultivo alternativo.
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Abstract

The adaptation to salinity changes in yeasts is achieved through physiological modifications and gene
expression regulation, which involves adjustments in plasma membrane transport systems affecting
cellular turgor. Due to their ability to produce bioactive compounds such as polyunsaturated fatty acids
and high nutritional value carotenoids, these microorganisms have become an interesting subject of
study. However, their use to produce these compounds faces challenges, such as the isolation of strains
with optimal characteristics for large-scale and cost-effective cultivation. Despite existing studies on
yeasts, the effect of salinity on cell growth and secondary metabolite production remains largely
unknown. Therefore, the objective of this study was to investigate fungal strains isolated from freshwater
and their potential to produce carotenoids when subjected to a salinity gradient. Additionally, their ability
to utilize an alternative carbon source, different from commercial media, was explored to assess the
feasibility of scaling up the bioprocess.

Seventeen pigmented fungal strains were isolated in late winter 2023 and 2024 from the Humedal Urbano
Laguna Avendaiio (Quillon Commune, Nuble Region, Chile). Two strains (Q4 and Q7) with high total
carotenoid content were selected to evaluate their response to a salinity gradient (0, 5, 10, 15, 20, 25, and
30 PSU). The results showed that both strains were sensitive to increasing salt concentrations. However,
Q4's cell growth significantly correlated (p < 0.001) with culture time at 0 PSU (control) and 30 PSU
(r*=0.95, r>=0.89, respectively). No significant growth was observed at other salinities for this strain. In
contrast, Q7 exhibited an inverse "dose-response" effect to salinity, reaching the stationary phase more
rapidly (144 h) than Q4 (192 to 216 h). However, in the stationary phase, Q4 reached a higher cell density
at 30 PSU (56,375 + 11,136 cells/mL) compared to Q7 (0 PSU; 33,000 + 707 cells/mL). Additionally, at
the end of the experiment, Q4 had a higher total carotenoid concentration (p=0.014, p < 0.05) than Q7,
making it the best candidate for further exploration of its growth in glycerol as an alternative carbon
source.

The results of the glycerol p.a. assay to evaluate the scaling potential of Q4 showed that its average
growth was significantly higher (p <0.05) in this substrate (38,500 + 22,585 cells/mL) than in Sabouraud
medium (7,075 £2,619 cells/mL). However, at the end of the experiment, total carotenoid concentration
showed no significant differences between the two media.

In conclusion, the growth of yeast strains isolated from freshwater is affected by increasing salt
concentration. However, Q4 can grow at 30 PSU similarly to the control at 0 PSU, demonstrating its
ability to activate adaptive mechanisms above the 25 PSU threshold. In contrast, Q7 exhibits an inverse
response to increasing salinity, indicating that these organisms possess multiple adaptive mechanisms to
cope with salt stress. This observation may be relevant to deciphering the diversity of adaptive
mechanisms in facultative fungal species. Additionally, Q4 demonstrated the potential to grow in an
alternative medium, such as glycerol from the biodiesel industry, which is typically contaminated with
sodium. Finally, due to the limited time available for this study, attempts to molecularly identify the Q4
strain were unsuccessful. However, their morphology is consistent with the yeast group. Further research
is needed in this regard.
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1. Introduccidén

Las levaduras son un tipo de hongos microscopicos eucariontes, que pueden desarrollarse en condiciones
aerdbicas y anaerdbicas. Su reproduccion ocurre principalmente por gemacion o fision, lo que puede dar
lugar a la formacion de micelio o hifas. Estas especies poseen caracteristicas metabolicas destacadas,
reguladas por su gendmica (Chambergo & Valencia, 2016) y altamente influenciadas por las condiciones
ambientales en la que se desarrollan (Kutty & Philip, 2008). Ademas, su capacidad para ser aisladas y
cultivadas con facilidad (Dar et al., 2024), asi como el manejo accesible de su ADN y ARN, las
convierten en organismos modelos en estudios cientificos enfocados en biotecnologia y fisiologia

microbiana (Santacruz, 2004).

A nivel estructural, las levaduras presentan células de formas variadas, incluyendo ovaladas, esféricas o
alargadas, con tamafios que oscilan entre 5 y 30 micrometros de longitud y entre 2 y 10 micrémetros de
ancho (Lozano et al., 2022). Estas células carecen de movilidad y poseen una pared celular rigida
compuesta por polisacaridos (glucanos), proteinas y lipidos. Debajo de esta pared celular se encuentra la
membrana citoplasmatica, que envuelve el citoplasma que contiene organelos, como vacuolas, ribosomas
y mitocondrias. Entre estas estructuras celulares, las mitocondrias desempefian un papel fundamental
como centro energético, donde los carbohidratos, lipidos y aminoécidos se oxidan a CO2 y H,O mediante
la accion del oxigeno molecular, permitiendo la sintesis de ATP (adenosina trifosfato (Kockova-

Kratochvilova et al., 1990).

En la actualidad, estos microorganismos se utilizan como modelo de estudio, especialmente para dar
soluciones ambientales frente a factores como la sequia y la salinidad. Estos factores reducen la actividad
quimica del agua y afectan la turgencia celular, impactando en el metabolismo de las levaduras (Serrano
et al.,1999).

1.1. Rol ecoldgico

En los ecosistemas, las levaduras participan activamente en la descomposicion de materia organica y en
las interacciones troficas, contribuyendo al equilibrio ambiental (Shearer et al., 2006). Tienen una amplia
distribucion geogréafica, gracias a su capacidad de adaptacion a diversos ambientes (Kutty & Philip,
2008). En el caso de las levaduras marinas, se ha demostrado su caracteristica de proliferar en distintos
habitats acuéticos, incluyendo rios y lagos. Lo que sugiere que, la erosion es uno de los transportes que
favorecen su disposicion y presencia en los cuerpos de agua (Roth et al., 1962). Ademas, algunas
levaduras marinas, son conocidas como levaduras facultativas, las cuales se originaron en habitats

terrestres y sobreviven en ambientes marinos (Yu et al., 2023).
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El ambiente marino es una de las fuentes mas ricas en biodiversidad microbiana y representa un ambiente
altamente competitivo, con una evolucién extensa y ain poco explotada en comparacién con otros
habitats terrestres (Tasdemir, 2017). Esto brinda una oportunidad significativa para el descubrimiento de
nuevas cepas de hongos marinos, los cuales desempefian roles claves dentro de las comunidades
microbiolégicas y pueden encontrarse en distintos nichos ecoldgicos como saprofitos, pardsitos o

simbiontes (Li et al., 2014).

Por lo que el estudio de la colonizacion y distribucion de estos microorganismos en diversos ecosistemas
resulta esencial para comprender la diversidad genética de las levaduras, su biogeografia y sus
interacciones. Asimismo, permite analizar su papel ecoldgico y su potencial biotecnoldgico, abriendo
nuevas posibilidades para su aplicacion en areas como la produccion de metabolitos de interés industrial,
la biorremediacion y el desarrollo de compuestos bioactivos con valor farmacéutico y ambiental (Fenner

et al., 2024).

1.2. Adaptacion de las levaduras a la salinidad

La exposicion de este tipo de microorganismos a condiciones de alta salinidad no solo representa un
desafio para su supervivencia, sino que también puede influir significativamente en su metabolismo
secundario, conduciendo a la sintesis de compuestos de interés biotecnoldgico (Pan et al., 2024).
Saccharomyces cerevisiae fue la primera levadura cuyo genoma fue secuenciado completamente, lo que
la ha convertido en un modelo de estudio ampliamente utilizado en biotecnologia y microbiologia. En
condiciones de alta salinidad genera toxicidad i6nica debido a la sensibilidad de la enzima Hal2, lo que
inhibe su actividad enzimatica y provoca la acumulacion de pAp (3’-fosfoadenilato), un compuesto
toxico para la célula (Serrano et al., 1998). Ademas, el sodio interfiere en el transporte de iones catiénicos
como potasio (K*) y calcio (Ca?*), afectando la funcion de los transportadores de potasio (Trk), esenciales
para el equilibrio osmético y el pH intracelular (Serrano et al., 1998). Alteraciones en los gradientes
i6nicos pueden comprometer el potencial electroquimico de la membrana y el balance de otros iones,

particularmente en condiciones de estrés salino (Antunes & Sa-Correia, 2024).

La tolerancia al sodio en hongos de agua dulce es un aspecto poco estudiado, pero su anélisis es clave
para comprender su fisiologia, bioquimica y expresion génica, ademas de sus aplicaciones en
biotecnologia. Por ejemplo, el cultivo de hongos en medios alternativos con distintos niveles de sodio
podria facilitar la produccion controlado de biomasa fingica, permitiendo la obtencién de metabolitos

secundarios con alto valor industrial (Damare et al., 2012).
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1.3. Metabolitos secundarios

Los hongos marinos han demostrado ser una fuente importante de compuestos bioactivos debido a su
capacidad de sobrevivir en condiciones extremas. Han desarrollado rutas metabdlicas especializadas para
la produccion de diversas biomoléculas, como enzimas, proteinas, sustancias bioactivas y nanoparticulas
(Chietal., 2016). La produccion de estos metabolitos suele activarse en respuesta a condiciones de estrés,

como dafios al ADN (Kamat et al., 2023).

Uno de los compuestos activos mas estudiados, son los carotenoides, ya que tiene propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas y su potencial como pigmentos naturales (Saubenova
et al.,, 2024). Este tipo de compuesto juega un papel clave en la salud animal y humana. Asi, la
fermentacion microbiana se ha posicionado como un método eficiente y sostenible para la produccion
de carotenoides, al ser mas rapida y eficaz en comparacion con otros métodos de obtencion (Zhao et al.,

2019)
1.4. Aplicacion de los hongos marinos

1.4.1 Uso en acuicultura y control biolégico

Las levaduras marinas han sido objeto de estudio por su potencial como probidticos en la acuicultura
(Makhutova et al., 2024), donde se emplean para mejorar la salud y el crecimiento de peces tanto en agua
dulce como en ambiente marinos. Su uso ha sido documentado en el tratamiento de enteritis infecciosa
aguda y en la prevencion de trastornos asociados con el uso de antibiotico en Thymallus baicalensis
(Makhutova et al., 2024). Este microorganismo presenta ventajas significativas, como requerimientos
nutricionales simples, alta capacidad de adaptacion a condiciones ambientales adversas y resistencia a
una amplia gama de fungicidas (Overland et al.,2017)

Estas levaduras presentan ventajas significativas, como requerimientos nutricionales simples, se adaptan,
altas capacidad de adaptacion. Ademas, su compatibilidad con otros tratamientos quimicos y fisicos,
junto con su nula patogenicidad y la ausencia de produccion de sustancias toxicas para los seres humanos,
refuerzan su potencial como agentes biotecnolédgicos de interés (Gostincar et al., 2011).

Algunas de las especies mas destacadas en aplicaciones industriales incluyen Rhodotorula glutinis,
Candida oleophila, C. sake, Kloeckera apiculata, Debaryomyces hansenii, Cryptococcus albidus, entre
otras (Gephart et al., 2022). Sin embargo, a pesar de su potencial, sigue existiendo una limitada cantidad
de estudios sobre levaduras marinas con actividad bio-controladora frente a fitopatdgenos. Se ha sugerido
que estas levaduras podrian tener incluso un mayor impacto agronémico que las aisladas en ambientes

terrestres, ya que han demostrado capacidades inhibitorias contra patdgenos como Penicillium digitatum,
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el moho verde Alternaria alternata y Monilinia fructicola, hongos que originan enfermedades (Kutty &
Philip, 2008).

1.4.2 Nutricion animal

En la industria de nutricion animal, el uso de hongos, levaduras y bacterias se ha convertido en una
estrategia prometedora para suplir la creciente demanda de ingredientes clave como proteinas, fibras,
aceites, vitaminas y pigmentos naturales (Kouba & Mourot, 2011). Los hongos marinos ofrecen una
alternativa viable para la produccién de materias primas de bajo costo y alto valor nutricional,
contribuyendo a mejorar la calidad de los alimentos balanceados y la digestibilidad de ciertos nutrientes
esenciales, como el fésforo (Sun et al., 2024). También, su insercion en la dieta animal puede ayudar a
reducir factores anti nutricionales, mejorando la eficiencia alimentaria y promoviendo la salud de los
animales (Alem, 2024).

1.4.3 Salmonicultura

La salmonicultura es uno de los sectores mas activos y en constante desarrollo del sistema alimentario
mundial (FAO, 2020). Sin embargo, una de las limitaciones asociadas en las dietas de los salmones
(carnivoros), conocidos por su interés comercial y por contener un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados y musculos pigmentados de color anaranjado (Makhutova et al., 2024). Los salménidos,
no tienen la capacidad de sintetizar carotenoides por si mismos y, por lo tanto, son absolutamente
dependientes de la dieta para lograr la pigmentacion de color rosado-naranja. La industria del salmon
desde sus inicios ha utilizado pigmentos en la formulacion del alimento, ya que es la Gnica via posible
para que los peces en cautiverio alcancen el color esperado. Para esto se utiliza astaxantina y
cantaxantina, que son los carotenoides mas eficientes para este fin y por lo tanto son los mas utilizados

en la industria del salmén (Alem, 2024).

1.4.4 Produccién de pigmentos naturales

El color de los pigmentos desempefia un papel fundamental en la percepcién sensorial de los
consumidores, ya que esta asociada con la frescura, la calidad y la seguridad del producto. En los Gltimos
afos, la industria alimentaria ha demostrado un interés creciente en el uso de pigmentos naturales como
alternativa a los colorantes sintéticos, debido a los efectos adversos que estos ultimos pueden generar en
la salud humana (Malik et al., 2012). Los de origen natural se derivan principalmente de plantas y
microalgas. Sin embargo, su produccion presenta desafios como la variabilidad en el rendimiento, la

susceptibilidad a cambios de pH y temperatura, y los altos costos de cultivo. En este contexto, las
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levaduras pigmentadas han surgido como una fuente alternativa prometedora para la sintesis de
carotenoides, que son un grupo muy extendido de pigmentos lipofilicos de origen natural (Zhao & Li,
2022) y que son un compuesto organico derivado del isopreno, formados por una cadena de 40 carbonos
que se caracteriza por la presencia de una larga cadena de polienos, en la que el nimero de enlaces puede
variar de 3 a 15, la cual es responsable de la produccion de los colores percibidos por el ojos humano
(Garcia-Cortes et al., 2021). Este tipo de microorganismos, pueden cultivarse en sistemas controlados,
independientemente de los factores abidticos. Al mismo tiempo, sus pigmentos han demostrado una alta
estabilidad a la luz, el calor y el pH, lo que los hace ideales para su aplicacion en la industria alimentaria
(Tibor, 2007). Por tanto, existe una necesidad urgente de pigmentos alternativos, que sean naturales,
rentables y facilmente degradables, sin produccion de intermediarios (Amend et al., 2019).

Algunos de los pigmentos mas utilizados en la industria alimentaria pueden clasificarse en naturales o
sintéticos. Sin embargo, debido a la creciente demanda de ingredientes mas seguros y sostenibles, la
industria ha comenzado a explorar nuevas fuentes de colorantes naturales, entre ellas los hongos marinos.
Estos microorganismos han demostrado ser una alternativa viable para la produccién de pigmentos con
alta estabilidad y calidad (Wessel et al., 2014).

Entre los principales pigmentos naturales obtenidos a partir de hongos se encuentran:

e Riboflavina: vitamina de color amarillo soluble en agua, producida por el hongo filamentoso
Ashbya gossypii. Se utiliza en la formulacion de alimentos para bebes, cereales, pastas, salsas,
quesos procesados, entre otros productos.

e Betacaroteno: Pigmento de tonalidad naranja-amarilla, extraido del hongo filamentoso Blakeslea
trispora, ampliamente empleado como colorante en la industria alimentaria, con propiedades
antioxidantes.

e Carotenoides: Grupo de pigmentos que varian en color desde amarillo hasta rojo — anaranjado,

presentes en levaduras oleaginosas como Rhodotorula spp, entre otras levaduras pigmentadas.

1.4.5 Industria cosmética

Los hongos marinos han captado la atencion de la industria cosmética debido a su produccion de
compuestos bioactivos, en particular antioxidantes que ayudan a prevenir el dafio celular causado por
radicales libres y el estrés oxidativo (Li et al., 2014). Se ha identificado que especies del género
Rhodotorula, Phaffia y Xanthophyllomyces producen carotenoides, los cuales tienen la capacidad
antiinflamatoria y antioxidante que protegen contra la luz solar (Srilekha & Gudikandula, 2023).
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1.4.6 Produccion de enzimas para biorremediacion

El potencial de los hongos como fuente de enzimas ha sido ampliamente estudiado, ya que estos
organismos poseen una gran capacidad para degradar materia organica y diversidad en la produccion de
proteinas catalizadoras (Masis-Ramos et al.,2021). Se ha reportado que especies como Pichia
fermentans, Rhodotorula minuta, Cryptococcus dimennae, Yarrowia lipolytica, Candida glaebosa,
producen enzimas con caracteristicas fisioldgicas particulares, como tolerancia a alta salinidad,
termoestabilidad, resistencia a diferentes presiones y actividad en bajas temperaturas (Bonugli et al.,
2015). Estas caracteristicas hacen que sean de gran interés en aplicaciones industriales, especialmente en

la biorremediacion de ambientes contaminados.

1.5. Medios de cultivos

Para optimizar la utilizacion de fuentes alternativas con alto potencial biotecnoldgico, es fundamental
que el sustrato de cultivo y la cepa sean compatibles (Masis-Ramos et al., 2021). Algunas levaduras de
uso comun, como Saccharomyces cerevisae, pueden reproducirse eficientemente en medios con
salinidad moderada; sin embargo, su crecimiento se ve inhibido cuando las concentraciones de cloruro
de sodio superan 2,5% p/v (Warwas et al., 2023). En contraste, las cepas marinas han desarrollado
mecanismos adaptativos que les permiten tolerar condiciones salinas y producir compuestos valiosos,
como carotenoides lipidos, enzimas y polisacaridos (Poontawee et al., 2023).

Estas levaduras marinas pueden acumular grandes cantidades de lipidos cuando se cultivan en medios
con alto contenido de carbono, como el glicerol crudo, un subproducto del proceso de produccion de
biodiesel (Polburee et al., 2015). Sin embargo, la composicion quimica del glicerol crudo varia en
funcion del tipo de catalizador utilizado en la saponificacion, la eficiencia del intercambio de esteres y
la presencia de impurezas, tales como jabones, lipidos, metanol, agua, metales y sales, lo que incrementa
los costos de procesamiento (Murakawa et al., 2022).

Las sales de cloruro presentes en el glicerol crudo derivado del biodiesel pueden afectar la produccion
de dihidroxiacetona (DHA), también conocida como glicerina. La contaminacion por sales impacta
directamente en el proceso de oxidacion del glicerol, dificultando su conversion en biocombustibles o
productos quimicos de interés (Jittjang et al., 2019). Por otra parte, los catalizadores de metandlisis, los
acidos grasos libres y la materia organica contenida en el glicerol crudo inhiben el crecimiento de la
mayoria de los microorganismos, por lo que se recomienda utilizar glicerol purificado en la produccion
microbiana de compuestos de interés (Murakawa et al., 2022).

Otra alternativa para el cultivo de levaduras es el uso de medios comerciales disefiados especificamente

para el crecimiento de hongos y levaduras. Entre ellos, el agar Dextrosa Sabouraud, es el medio que se
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utiliza para el cultivo de diversas especies fangicas. No obstante, el uso de medios comerciales presenta
desventajas, como su elevado costo y la variabilidad en su composicién, lo que puede afectar tanto el
crecimiento de los microorganismos como la calidad del producto final.

Ante estas limitaciones, la investigacion biotecnoldgica ha avanzado en el desarrollo de nuevas
estrategias para el cultivo de hongos marinos, lo que abre la posibilidad de emplear cepas provenientes
de ecosistemas marinos aun poco explotados. Estas innovaciones no solo permiten optimizar los procesos
de produccion, sino que también favorecen la generacion de aplicaciones biotecnologicas mas sostenibles

y eficientes (Hasan et al., 2015).

2. Problema de investigacion

Hasta el momento, los estudios genéticos relacionados con las relaciones entre los cuerpos de agua y los
hongos, han recibido poca atencion, lo que ha limitado la comprension de su adaptacion y caracteristicas
de su metabolismo en distintos ambientes (Blomberg & Adler, 1992). Esta falta de informacion
representa un obstaculo para el aprovechamiento biotecnoldgico de estos microorganismos en diversas
industrias.

En particular, la industria alimentaria enfrenta la creciente demanda de materias primas para la
producciéon de compuestos de alto valor nutricional. Aunque los ingredientes de origen vegetal han
reemplazado progresivamente estos requerimientos, su alto costo y la variabilidad en su elaboracion
dificulta su implantacion a gran escala. Ante esta problematica, la investigacion y el desarrollo de nuevas
tecnologias son fundamentales para garantizar fuentes alternativas que sean sostenibles, rentables y de
alta calidad.

En este contexto, los hongos marinos han sido estudiados como una opcion prometedora debido a su
capacidad para sintetizar compuestos bioactivos de interés industrial, como los carotenoides.
Alternativamente la exploracion de levaduras provenientes de hébitats dulceacuicolas ha sido poco
estudiada, por lo que se desconoce su potencial para su adaptacién a distintos ambientes, incluido los
bioprocesos que permiten la obtencion de sustancias de interés comercial. Al respecto, conocer su
respuesta adaptativa a distintas salinidades, es un paso clave, no solo para dilucidar los mecanismos
fisioldgicos, bioquimicos y moleculares involucrados, sino que también para su uso en bioprocesos que

contengan algun grado de salinidad mayor al del agua dulce.
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3. Hipotesis

Predmbulo: Actualmente hay pocos estudios sobre la adaptacion de los fungoides de agua dulce al
incremento de la salinidad del medio, que les permite, por ejemplo, habitar en ambientes estuarinos del
océano costero o ser usados en bioprocesos que contengan concentraciones crecientes de sal como
producto del mismo proceso o contaminantes de los sustratos de bajo costo que se utilizan para este fin.

Por lo tanto, se puede plantear la siguiente hipotesis:

“Los fungoides provenientes de agua dulce, poseen la capacidad facultativa de tolerar el equivalente
g p 4 p /4 q

a un medio estuarino de al menos 15 PSU de salinidad “

4. Objetivo general:

Determinar la capacidad de tolerancia al sodio de fungoides pigmentados aislados de agua dulce y

su potencial crecimiento celular en glicerol p.a.

4.1. Obijetivos especificos:

1. Caracterizar cepas de fungoides aisladas de agua dulce mediante su contenido de carotenoides

cultivados en medio comercial Sabouraud.

2. Determinar el crecimiento celular y concentracién de carotenoides de fungoides aislados de

agua dulce en un gradiente de salinidad desde 0 a 30 PSU.

3. Determinar el crecimiento celular y concentracion de carotenoides de fungoides aislados de

agua dulce cultivados en glicerol p.a.
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5. Materiales y métodos

5.1 Objetivo 1: Caracterizar cepas de fungoides aisladas de agua dulce mediante su contenido

de carotenoides cultivados en medio comercial.

51.1 Medicion de parametros fisicoquimicos.

Se realizaron muestreos estacionales desde el invierno 2023 a invierno 2024 y se midieron parametros
fisicoquimicos de salinidad, pH y temperatura con la sonda de multiparametro YSI (Professional Series
D-1-G-I-T-A-L YSI a xylem Brand 23J106700), en doce estaciones de muestreo del Humedal Urbano
Laguna de Quillon (Region de Nuble, Chile) (Fig. 1).

Ademas, se determind la concentracion de nutrientes: nitrato, nitrito y fosfato, empleando el uso de
Checker HC de Nitrato marino de rango bajo — HI781, el cual utiliza el método colorimétrico, el Checker
de Nitrito marino rango bajo — HI1764, que determina la concentracion de nutriente a través del método
de EPA (agencia de proteccién ambiental) diazotizacion. También se requirié del Checker HC para
fosfato marino de rango ultra bajo — HI774. Este trabaja en la adaptacion de los métodos estandar para
el examen de aguas residuales, 20% edicién, método acido ascérbico. La medicidn de estos Checkers se
realiza a través del fotometro que mide a una longitud de onda especifica, lo que permite cuantificar la

concentracion de los nutrientes.

] Km € OpenStreetMap (and] copseilbutors, G BY. SA
0 0.150.29 0.59
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+) Estaciones [ Laguna_Avendaiio

Figura 1. Mapa de muestreo del Humedal Urbano Laguna Avendafio de Quillon (Region de Nuble,
Chile)
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51.2 Toma de muestras y aislacion de cepas.

Se recolectaron muestras de agua superficial en tubos falcon de 50 MI. Para el aislamiento selectivo de
fungoides marinos, se aplico el método de Gaertner (1966), el cual utiliza polen de pino como cebo. A
las muestras se le afiadieron 200 pL de penicilina- estreptomicina, mezcla de antibidtico para prevenir
contaminacion bacteriana. Dado que el agua del Humedal contenia naturalmente polen de pino, no fue
necesario afadirlo en la primera etapa del proceso de aislacion.

Las muestras fueron incubadas durante 7 dias a temperatura ambiente y en ausencia de luz para evitar el
crecimiento de microalgas. Transcurrido el tiempo, se verifico la adherencia de los fungoides al polen de
pino mediante microscopio Optico. Posteriormente, se transfirié una gota con el cebo positivo a un nuevo
medio liquido con agua dulce del Humedal filtrada con filtros de éster de celulosa mixto (Millipore 0,22
um) con 200 pL de penicilina-estreptomicina y 200 pL de polen de pino. Se repitio el proceso de
incubacion y el clon se traspasé a placas Petri con medio comercial Sabouraud, se almacenaron a
temperatura ambiente en ausencia de luz durante 10 dias, hasta obtener cepas pigmentadas.

Las placas con fungoides pigmentados, fueron sembrados y traspasados a nuevas placas Petri, hasta

obtener colonias sin contaminacion.

5.1.3 Determinacion de carotenoides totales (CT).

Obtenidas las colonias de levaduras libres de contaminacion, se extrajeron 50 mg de biomasa de cepas
de agua dulce. La biomasa fue pesada en tubos eppendorf de 1,5 mL en balanza analitica. A cada una de
las muestras se le afiadieron 1000 uL de acetona y se homogenizé utilizando Ultra Turrax durante 1
minuto. Luego las muestras fueron incubadas a 37°C durante 10 minutos. Finalizado este proceso, fueron
centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos. Finalmente, el sobrenadante obtenido fue cuantificado en un
espectrofotometro a 450 nm.

Para calcular la concentracion de carotenoides totales, se realizo una curva de calibracion de dicromato
de potasio por el método descrito por Rodher (1966), considerando 0,036% de dicromato de potasio igual
a 0,0026 mg/mL de carotenoides totales a partir de una solucién madre de 3,6 mg/mL. Se realizaron

diluciones seriadas y se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro a 450 nm.
5.2 Objetivo 2: Determinar el crecimiento y concentracion de carotenoides de fungoides
aislados de agua dulce en un gradiente de salinidad desde 0 a 30 PSU.

Para realizar el objetivo 2, se seleccionaron dos cepas por su concentracion de carotenoides totales
aisladas en el objetivo 1. Estas fueron transferidas desde placas Petri a medio liquido y expuestas a un
gradiente de salinidad de 0 a 30 PSU.
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521 Toma de muestra para preparacion de diluciones salinas

Se recolectaron 6 muestras de agua desde la orilla de la playa desde la localidad de Ramuntcho en la
peninsula de Hualpén (Biobio- Chile), utilizando botellas de 1L previamente esterilizadas en autoclave
a 120°C por 15 minutos. Las muestras fueron filtradas con filtros de membrana de ésteres de celulosa
mixto (Millipore 0,22 um). Posterior al proceso, se esterilizé en autoclave el agua de mar y se guardo en

un refrigerador a 4°C.

522 Preparacion de diluciones salinas y medios de cultivos.

Se prepararon soluciones con agua destilada y agua de mar filtrada, ajustando las concentraciones de
salinidad de 0, 5, 10, 15, 20, 25y 30 PSU con la sonda de multiparametro YSI. A las botellas con las
diluciones correspondientes se les afiadieron medios comerciales, formulados con 7 gr de medio Peptona
y 21 gr de medio Dextrosa, ajustados a pH 7. Posteriormente, los medios fueron esterilizados en

autoclave y almacenados a 4°C.

523 Preparacién de in6culo de cepa seleccionada aislada de agua dulce.

Se traspasaron 10 pL de fungoides con un asa de 10 pL a matraces de 100 mL, cada uno con 25 mL de
medio de cultivo control (0 PSU). Las muestras fueron incubadas en un agitador orbital, monitoreando
su crecimiento celular con una camara de Neubauer por horas. Preparado el indculo, se traspasaron 1000
uL de in6culo de cepa cultivada en medio liquido y se traspasaron a matraces de 100 mL con 25 mL de
medio de cultivo a diferentes concentraciones de salinidad preparados previamente. Se incubaron en un

agitador orbital.

524 Determinacion de carotenoides totales y cinética de crecimiento celular.

Se determind la concentracion de carotenoides totales al final del experimento para cada concentracion
de salinidad. En un tubo eppendorf de 1,5 mL se afiadieron 1000 pL de cada gradiente de salinidad y se
centrifugaron a 14.000 rpm por 10 minutos, se descarto el sobrenadante y se pes6 en pesa analitica.
Posterior a esto se continuo con la determinacion de carotenoides totales, metodologia descrita en el
objetivo 1.

También al final del experimento, se determind la cinetica de crecimiento celular por cuantificacion de
células en camara de Neubauer, a partir de alicuotas de 10 uL, comenzando el conteo de células al inicio
de la inoculacién. Luego se realizaron los calculos de cinética de crecimiento, utilizando la siguiente

férmula:

A biomass (Lnx — Ln x4) _Ln2

A time (h) - At td

umax (h™1) =
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X: produccion de biomasa en un tiempo determinado
Xo: produccion inicial de biomasa

t(h): tiempo de cultivo

525 Medicion de actividad enzimatica de malato deshidrogenasa (MDH)

Al término del experimento se determind la actividad enzimética de las células a través del andlisis de la
enzima malato deshidrogenasa. Se proceso la biomasa obtenida de los cultivos liquidos. Se tomaron 1000
uL de cada cultivo y se transfirieron a tubos eppendorf de 1,5 mL, se centrifugaron a 14.000 rpm por 10
minuto. El sobrenadante se descart6 y se afiadié buffer fosfato a 200 mM. Se homogeniz6 la muestra con
Ultra turrax durante 1 minuto y se repitio el proceso de centrifugacion para obtener un nuevo
sobrenadante.

Para la medicion de MDH, se prepard una mezcla de reaccion compuesta por 20 mM de buffer fosfato
y se ajustd pH a 7,4, 1,5 mM de cloruro de magnesio, 0,1 mM de NADH y 0,2 mM de oxalacetato,
empleando el método modificado descrito por Childress y Somero (1979) y Vetter (1994). Realizada la
mezcla, en cubetas de 1 mL se afiadieron 990 pL de mix de reaccién y 10 pL de sobrenadante.

Se midié la absorbancia en un espectrofotometro a 540 nm.

5.2.6 Medicion de biomasa microbiana viva (ATP)

La determinacién de biomasa microbiana viva (ATP), se realiz6 en dos etapas a través del método
descrito por Holm-Hansen & Booth (1966). Se llevo a cabo una extraccion de ATP mediante un bafio de
ebullicion con 3 mL de buffer Tris, pH 7.7 y 1000 pL de cultivo al inicio y al final del desafio. Se prepard
la enzima FLE-250 para la medicion de ATP y se determiné la concentracién por medio de una curva de

calibracién con solucién estandar de ATP.

5.2.7 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizo utilizando el kit Promega Wizard Genomic DNA purification, siguiendo
el protocolo de tejido animal. Se pesaron 100 mg de cultivo puro de cepa aisladas en placas Petri, descrito
en el objetivo 1.

La concentracion y pureza del ADN fueron determinados mediante un espectrofotometro NanoDrop
2000. Para evaluar la calidad del ADN se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con

RedGel, aplicando un voltaje de 100 volteos durante 45 minutos.
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528 PCR amplificacion del gen 18S

Se realizé una reaccion en cadena de polimerasa para la amplificacion del gen 18s, utilizando los
cebadores EukA (5’-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’) y EukB (5°-
TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3"), disefiados para la identificacion de células eucariontes.

La mezcla de reaccién incluyo 2 uL Taq polimerasa 5x, 2 UL de cada cebador a una concentracion de
0,5 UM y 2 pL de muestra de extraccion de ADN en un volumen final de 10 pL. Las condiciones de
amplificacion fueron; desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
amplificacion. Cada ciclo consistié en desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, annealing a 55°C por
30 segundos y extension a 72°C por 150 segundos y una Gltima amplificacion a 72°C por 420 segundos.
Finalmente, los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido

con RedGel, aplicando un voltaje de 100 volteos durante 45 minutos.

5.2.9 Analisis microscopico de cepas aisladas

Se realizaron micrografias de las cepas aisladas y cultivadas en el gradiente de salinidad al finalizar el
experimento de crecimiento celular, utilizando un microscopio dptico Zeiss Stemi 508 junto con una
axiocam 208.

Para el analisis morfoldgico, se realizaron cortes de la biomasa aglomerada obtenida, los cuales fueron

visualizados en el microscopio, permitiendo la obtencion de imagenes detalladas de las cepas.

5.3 Objetivo 3: Determinar el crecimiento y concentracién de carotenoides totales de fungoides

aislados de agua dulce cultivados en glicerol p.a.

Para llevar a cabo el objetivo 3, se selecciond la cepa Q4, identificada como la mejor candidata segun
las caracteristicas descritas en el objetivo 2. Posteriormente, la cepa fue traspasada a un medio con

glicerol p.a. y se determind su crecimiento celular y concentracion de carotenoides totales (CT).

53.1 Preparacion de medio glicerol p.a. 10% (v/v) a 0 PSU.

Se prepar6 el medio de cultivo con glicerol p.a. 10% (v/v), 79 de peptona, 7g de extracto de levadura,
300 pL de penicilina-estreptomicina y agua destilada en una botella de 1L autoclavada. Se esteriliz6 en
autoclave a 120°C por 15 minutos y se almaceno a 4°C.

Se preparo el indculo de la cepa seleccionada, utilizando la metodologia descrita en el objetivo 2. Se
traspasaron 1000 pL del indculo a matraces de 100 mL en duplicado con 25 mL de medio glicerol p.a. y
al medio control Sabouraud. Se dejaron incubar en un agitador orbital a temperatura ambiente y se realiz6

conteo de células en una cdmara de Neubauer hasta llegar a la fase de senescencia.
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53.2 Determinacion de concentracion de carotenoides totales y cinética de crecimiento

celular.

Se utilizé la metodologia descrita en el objetivo 2, para determinar la concentracion de carotenoides

totales y cinética de crecimiento celular.

5.3.3 Anadlisis estadistico.

Se realiz6 un andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el objetivo 2 y 3, para cada una de las
cepas seleccionadas (Q4 y Q7).

Se realiz6 una prueba de datos no paramétricos (prueba de Kruskal-Wallis) y correlaciones de Spearman
de los resultados obtenidos de crecimiento celular (células/mL), concentracion de carotenoides totales
(CT), cinética de crecimiento celular, actividad enziméatica (MDH) y biomasa microbiana viva (ATP).
Ademas, se realizd una prueba de analisis Wilcoxon, prueba no paramétrica para la cepa Q4. Todos los

analisis se realizaron utilizando el software estadistico DATAtab.
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6. Resultados

6.1 Objetivo 1: Caracterizar cepas de fungoides aisladas de agua dulce mediante su contenido
de carotenoides, cultivados en medio comercial

6.1.1 Parametros fisicoquimicos

Se obtuvieron datos durante el periodo de muestreo desde el invierno 2023 al invierno 2024 en el
Humedal Urbano Laguna Avendafio (Quillon, Region de Nuble, Chile). Los parametros fisicoquimicos
obtenidos en la laguna arrojaron un rango de salinidad entre los 0,08 y 0,06 PSU, de pH entre los 7,7 y
9,2 y la temperatura entre 9,3 y 26,2 °C. Los promedios de las mediciones de los parametros

fisicoquimicos de agua superficial de la laguna por muestreo estacional se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos (promedios + desviacién estandar) por estaciones del afio, para el
Humedal Urbano Laguna Avendafio de Quillén (Region de Nuble, Chile) durante los muestreos de

invierno 2023 a invierno 2024.

Promedio parédmetros fisicoquimicos

Muestreos Salinidad (PSU) pH Temperatura °C
Invierno 2023 0,08 £ 0,01 7,7+0,17 12,4 £ 0,95
Primavera 2023 0,08 +0,01 8,2+0,22 16,5 + 0,64
Verano 2024 nd 9,2+0,15 26,2 +1,44
Otofo 2024 0,07 £ 0,02 7,8 +0,30 13,0 £ 0,86
Invierno 2024 0,06 + 0,02 7,8+0,19 9,3+0,35

6.1.2 Concentracién de nutrientes Humedal Urbano Laguna Avendafio de Quillén.

De acuerdo con las mediciones de nutrientes obtenidos para los muestreos estacionales, se observa un
rango de 2,4 a 4,6 UM de nitrato, para nitrito fue de 0,25 a 17,86 uM y de fosfato entre 0,03 a 2,89 uM.
Los valores mas altos para todos los nutrientes se presentaron en el invierno 2024. Los promedios y las

desviaciones estandar estan presentes en la tabla 2.
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Tabla 2. Nutrientes, nitrato, nitrito y fosfato (promedios + desviacion estandar) por estaciones de

muestreo, desde el periodo de invierno 2023 a invierno 2024, obtenidas del Humedal Urbano Laguna

Avendafio de Quilldn

Promedio nutrientes Humedal Laguna Avendario

Muestreos estacionales Nitrato pM Nitrito uM Fosfato uM
Invierno 2023 2,4 1,57 0,25+ 0,03 0,03+ 0,03
Primavera 2023 4,01 +1,58 0,23 £ 0,01 0,01 +0,01
Verano 2024 0,07 +0,05 0,02 = 0,00 0,18 + 0,04
Otofo 2024 nd nd 0,90 + 0,52
Invierno 2024 4,64 = 8,92 17,86 = 44,40 2,89 2,10

6.1.3 Determinacion de carotenoides totales (CT)

La determinacion de carotenoides totales en las 17 cepas aisladas (Tabla 3) mostré una variabilidad en
su contenido. La concentracién mas alta se registré en la cepa Q4 (112,2 ng/mL), seguida de Q7 (104,4
ng/mL). En contraste, la cepa con menor concentracion de carotenoides totales fue Q17 (68,5 ng/mL).
En general, el rango de concentracion de carotenoides totales de las cepas aisladas fluctud entre 68,5
ng/mLy 112,2 ng/mL, con un promedio estimado de 64,8 = 28,3 ng/mL.

Tabla 3. Concentracion de carotenoides totales (CT) en cepas aisladas del Humedal Urbano Laguna

Avendafio de Quillon durante el invierno 2023 y el invierno 2024.

Carotenoides totales
Cepas (ng/mL)

Q1 27,9
Q2 88

Q3 90,4
Q4 112,2
Q5 94,5
Q6 30,6
Q7 104,4
Q8 48,6
Q9 60,9
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Q10 53,8
Q11 56,4
Q12 69,6
Q13 50,2
Q14 68,5
Q15 79,5
Q16 59,4
Q17 6,04

6.2 Objetivo 2: Determinar el crecimiento y produccion de carotenoides de fungoides aislados
de agua dulce en un gradiente de salinidad desde 0 a 30 PSU.

6.2.1 Preparacion de indculos cepa Q4 'y Q7

Una vez identificadas las cepas con mayor concentracion de carotenoides totales, se seleccionaron las
cepas Q4 y Q7, de acuerdo con los resultados obtenidos en el objetivo 1 y se prepararon los in6culos
para el experimento de desafio de salinidad. Las curvas de crecimiento de cada in6culo se presentan en

la figura 3.
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Figura 2. Preparacion de indculos para el experimento de desafio de salinidad. A) Curva de crecimiento
celular (células/mL) de la cepa Q4 durante 65 horas hasta su fase exponencial. B) Crecimiento celular
(células/mL) de la cepa Q7 durante 144 horas para preparacion del indculo hasta su fase estacionaria.

Los resultados obtenidos del crecimiento celular (células/mL) para la preparacion de los indculos, se

observa que la cepa Q4 comienza su fase exponencial entre las 45 y 50 horas, alcanzado su maximo
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crecimiento a las 65 horas (Fig. 2A). Caso contrario ocurre para la cepa Q7, en la cual se observa un
crecimiento celular mas lento, alcanzando su fase exponencial entre las 72 y 96 horas. Posterior a las 96
horas alcanza su fase estacionaria (Fig. 2B). Luego de alcanzado las fases de mayor crecimiento, estos
indculos de las cepas en medio liquido fueron transferidas al gradiente de salinidad (0, 5, 10, 15, 20, 25
y30 PSU).

6.2.2 Crecimiento celular de cepas Q4 y Q7 en el experimento de desafio de salinidad.
Cepa Q4
A partir de los resultados obtenidos, se determind el crecimiento celular a diferente concentracion de

salinidad. La evolucion del crecimiento celular en funcion de estas condiciones se presenta en la figura
4.
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Figura 3. Curva de crecimiento celular de Q4 células/mL + desviacidn estandar, expuesta a un gradiente
de salinidad (0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 PSU) durante 216 horas.

Durante las primeras 50 horas (Fig. 3), la concentracion celular se mantiene en la fase de adaptacion de
lento crecimiento en todas las salinidades ensayadas. Posteriormente, se observa un incremento en el
crecimiento celular de la cepa Q4, alcanzando los valores mas altos en la fase estacionaria entre las 160
y 200 horas en las condiciones de 0 y 30 PSU.

En contraste, en las salinidades intermedias (5, 10, 15, 20, 25 PSU), la concentracion celular se mantiene
baja a lo largo del tiempo en comparacién con el control y 30 PSU. La fase de senescencia se presenta a

partir de las 100 horas en algunas condiciones intermedias de salinidad (5, 10, 15 y 20 PSU), para 25
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PSU se tarde un poco mas, comenzando esta fase después de las 120 horas. Sin embargo, en las

condiciones de 0 y 30 PSU, esta fase comienza después de las 200 horas.
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Figura 4. Correlacion de Spearman entre el tiempo de crecimiento y la concentracion celular

(células/mL) en el gradiente de salinidad 0 y 30 PSU.

En la figura 4, se observa la correlacién de Spearman realizada entre el crecimiento celular (células/mL)
del control (0 PSU) (R?=0,9; p< 0,001 y 30 PSU (R?= 0,89; p< 0,001) con el tiempo del experimento,
obteniendo datos significativos.

Cepa Q7

Preparado el in6culo de la cepa Q7 y transferido al experimento de desafio de salinidad, se obtuvo la

curva de crecimiento celular (células/mL).

32



45000
40000 |
35000
30000
25000
20000
15000
10000
5000 |

0 1 1 1 1
0 50 100 150 200
Horas

——-(0PSU —e—-5PSU ——-10PSU —e—15PSU —€—20PSU —e—25PSU —e—30PSU

Células/mL

Figura 5. Curva de crecimiento celular de Q7 (células/mL + desviacion estandar) en el gradiente de
salinidad (0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 PSU) durante 192 horas.

Los resultados obtenidos sobre el crecimiento celular de la cepa Q7 a lo largo del tiempo bajo
condiciones de salinidad (Fig. 5). Durante las primeras 50 horas, se observa que la cepa atraviesa la
fase de adaptacion por su crecimiento lento (< 10.000 células/mL). A partir de las 60 horas, se observa
un crecimiento celular lineal en todas las salinidades, alcanzando su punto maximo a las 120 horas.
Posteriormente, la cepa entra en la fase estacionaria hasta las 144 horas para todo el gradiente de
salinidad. Finalmente, entre las 150 horas y 216 horas se observa el decaimiento de la curva de

crecimiento, evidenciando la fase de senescencia.

6.2.3 Concentracién de carotenoides totales (CT).

Cepa Q4y Q7.
Se obtuvieron los resultados de la concentracién de carotenoides totales presentes en ambas cepas (Q4

y Q7) al final del experimento del desafio de salinidad.
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Figura 6. Concentracion de carotenoides totales (CT) en ng/mg, de la cepa Q4 al final del experimento

del desafio de salinidad transcurridas 216 horas.
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Figura 7. Concentracion de carotenoides totales (CT) en ng/mg, para la cepa Q7 al final del experimento

del desafio de salinidad, luego de 196 horas.

La concentracion de carotenoides totales en la cepa Q4 se determind en peso humedo de la célula bajo
distintas salinidades (Fig. 6). Los valores mas altos de concentracion se obtuvieron del control (0 PSU;
0,99 £ 0,01 ng/mg) y 30 PSU (0,86 + 0,39 ng/mg). En las salinidades intermedias se obtuvo una
concentracion de carotenoides totales entre 0,12 + 0,13 ng/mg (5 PSU) siendo la méas baja y la més alta
de 0,53 + 0,20 ng/mg (10 PSU), el resto de las salinidades oscilaron entre 0,28 + 0,09 ng/mg y 0,26 +

0,18 ng/mg. No asi para la cepa Q7, en la cual el contenido de carotenoides totales (Fig. 7) disminuyé en
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las salinidades intermedias (15, 20, 25 y 30 PSU), obteniendo mayor concentracion de CT en 5 PSU
(0,11 £ 0,09 ng/mgq), seguido del control (0 PSU; 0,05 + 0,06 ng/mg) y 10 PSU (0,019 + 0,001 ng/mg).
Para comparar el contenido CT entre ambas cepas, se realizo un analisis estadistico, cuyos resultados
indicaron que la concentracion de carotenoides totales en la cepa Q4 es significativamente mayor que la
cepa Q7 (p = 0,014; p < 0,05).

6.2.4 Medicién de malato deshidrogenasa (MDH), biomasa microbiana (ATP) y cinética

de crecimiento.

Se realizaron mediciones de actividad enziméatica (MDH) a diferentes concentraciones de salinidad.

Los resultados se observan en las Tablas 4 y 5 para las cepas Q4 y Q7, respectivamente.

Tabla 4. Promedio * desviacion estandar de actividad enzimética de malato deshidrogenasa (MDH) al

final del experimento de salinidad y cinética de crecimiento de la cepa Q4.

04 MDH Cint?ti(?a de
crecimiento
Salinidad PSU | pmol mint g ww! i max.(h™h)
0 0,371 215,97
5 2,438 49,65
10 1,017 54,43
15 0,397 96,18
20 0,874 65,28
25 1,526 52,68
30 1,081 288,8

La tabla 4, muestra la actividad enzimatica de la malato deshidrogenasa (MDH) y la cinética de
crecimiento de la cepa Q4. Se puede observar que la actividad enzimatica varia entre salinidades, el
valor mas alto se registro a 5 PSU (2,438 pmol mint g ww) en comparacion con el control 0 PSU,
resultado mas bajo registrado (0,371 pmol min™t g ww™?), en salinidades intermedias (10, 15y 20 PSU)
la MDH disminuyd y luego mostré un incremento en las salinidades de 25y 30 PSU (1,526 y 1,081 pmol
mint g ww respectivamente). Con respecto a la cinética de crecimiento celular tiene relacion con la

concentracion celular (células/mL) y los resultados mas altos se obtuvieron en el control y 30 PSU
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(215,97 pmol mint g ww?!y 288,8 pmol mint g ww, respectivamente). Los datos no correlacionan

significativamente para esta cepa a diferencia de Q7.

Tabla 5. Promedio + desviacion estandar de actividad enzimatica de malato deshidrogenasa (MDH) al
final del experimento de salinidad y biomasa microbiana viva (ATP) en etapa inicial y final del desafio

de la cepa Q7 y cinética de crecimiento celular.

Cinética de
Q7 MDH ATP _
crecimiento
o umol min* g N _ )
Salinidad PSU L Inicial pmol/L | Final pmol/L umax.(h™)
wWw-
0 2,04+131 | 23957+31,491 | 8,822 + 1,500 214,06
5 1,304 + 0,94 3,270+ 0,128 | 4,285 + 3,256 200,69
10 2,830 £2,92 3,202 +1,149 | 6,204 £ 7,693 195,83
15 0,596 + 0,39 5,222 +0,335 | 3,134 £ 3,352 146,53
20 0,827 £ 0,09 4,455 £+ 0,271 1,802 + 0,447 157,64
25 0,647 £ 0,16 5854+ 1,101 | 4,093 +1,325 129,17
30 0,782 £ 0,09 4,737 £0,798 | 2,841 +0,064 161,28

Para el caso de la cepa Q7, los datos obtenidos para la actividad enzimatica (Tabla 5) muestran que a
mayor concentracion de salinidad (15, 20, 25 y 30 PSU) los valores son mas bajos en comparacion a lo
que se observa en las salinidades de 0 PSU (2,04 = 1,31 pmol mint g ww?), 5 PSU (1,304 + 0,94 pmol
mint g ww) y 10 PSU (2,830 + 2,92 pmol min"! g ww) los cuales son mas altos.

Los resultados obtenidos del contenido de biomasa microbiana viva (ATP), indica que a 0 PSU se
observa disminucion de ATP en el experimento de salinidad (inicial 23,957 + 31,491 umol/L, final
8,822 + 1,500 umol/L). En cambio, para las concentraciones de 5 PSU (inicial 3,270 + 0,128 umol/L,
final 4,285 + 3,256 umol/L) y 10 PSU (inicial 3,202 + 1,149 pumol/L, final 6,204 + 7,693 umol/L) se
observa el efecto contrario. Mientras que en las salinidades altas (15, 20, 25 y 30 PSU) disminuye.
Finalmente, para los resultados obtenidos de cinética de crecimiento, se obtuvieron valores similares
en todas las salinidades oscilando entre 214,06 p max.(h™) (Control 0 PSU) y 129,17 p max.(h?) (25
PSU).
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Figura 8. Correlacién de Spearman de la biomasa microbiana viva (ATP) al final del experimento de
desafio de salinidad de la cepa Q7 y el gradiente de salinidad (PSU)

Los datos obtenidos de la correlacion de Spearman de la biomasa microbiana viva (ATP) al final del
experimento y el gradiente de salinidad, se obtuvieron resultados significativos (p< 0,05) (Fig. 8)
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Figura 9. Comparacion de los promedios de cinética de crecimiento celular (u méx.(h™?) del gradiente
de salinidad (0,5,10,15,20 y 25 PSU) entre las cepas Q4 y Q7 al final del experimento del desafio de
salinidad.

En la figura 9 se observa la comparacion entre ambos promedios de cinéticas de crecimiento celular de

las cepas aisladas (Q4 y Q7). En todas las salinidades (0 a 30 PSU) no existe correlacion significativa.
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entre ambas cepas. No obstante, al realizar el andlisis sin la salinidad de 30 PSU, se obtiene una
correlacion positiva (p<0,05), por lo que se asume que Q7 tiene mayor cinética de crecimiento celular
(1 max.(h™) que Q4.
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Figura 10. Regresion lineal entre la cinética de crecimiento (1 max.(h) y la salinidad (PSU) de la cepa
Q7.

Para Q7 los datos cinética de crecimiento celular (1 max.(h™) se ajustan a un modelo de regresion lineal

significativo con respecto a las salinidades ensayadas (p < 0,05) (Fig.10)

6.2.5 Identificacion del microorganismo

Se obtuvieron concentraciones (ng/uL) elevadas de ADN vy sin contaminacion de las cepas Q4, Q7 y

del control positivo (perro) (Tabla 6).
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Tabla 6. Concentracion y pureza de ADN extraidos desde Q4 y Q7, tejido control.

Extraccion| Concentracion
260/280 260/230
de ADN (ng/pL)
Q4 72,3 1,8 0,64
Q7 502,1 1,83 1,21
Control
(Perro) 28,09 1,87 0,66

6.2.5.1  Reaccién en cadena de polimerasa (PCR)
En la figura 11, se presenta el analisis de electroforesis de los productos de PCR utilizado para evaluar
la amplificacion de las muestras. De izquierda a derecha, se observa el marcador de peso molecular
tipo 100 pares de bases (pb), seguido del control positivo (perro) que muestra una banda
correspondiente a 1700 pb. Continuando con las muestras de las cepas Q4 y Q7, de las cuales no se

evidencian amplificacion. Finalmente, se muestra la amplificacién del control positivo.
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Figura 11. Electroforesis de producto de PCR 18S para control positivo de extraccion de ADN animal

(perro) y extraccion de ADN de las cepas seleccionadas Q4 y Q7.

6.2.5.2  Morfologia de las cepas
Se tomaron micrografias de las cepas Q4 y Q7 al término del crecimiento celular en un microscopio

Optico para obtener imagenes detalladas de la morfologia (Figura 12 a la 19).
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vacuolares

Figura 12. Imagen microscopica, tomada en un microscopio 6ptico con el objetivo 40x de la cepa Q4
del control (0 PSU) al término del desafio de gradiente de salinidad.
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estadode - .
gemacion & / .=

Hifa septada ~- - 3

Figura 13. Imagen microscopica, tomada en un microscopio optico con el objetivo 40x de la cepa Q4 a

15 PSU al término del desafio de gradiente de salinidad.
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Hifas —
engrosadas

Figura 14. Imagen microscopica, tomada en un microscopio optico con el objetivo 40x de la cepa Q4 a

30 PSU al término del desafio de gradiente de salinidad.

\

Hifa septada

Figura 15. Imagen microscépica, tomada en un microscopio 6ptico con el objetivo 40x de la cepa Q7
del control (0 PSU) al término del desafio de gradiente de salinidad.
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Hifas septadas

Conidios

Figura 16.Imagen microscopica, tomada en un microscopio éptico con el objetivo 40x de la cepa Q7 a
5 PSU al término de desafio de gradiente de salinidad.
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Figura 17. Imagen microscopica, tomada en un microscopio Optico con el objetivo 40x de la cepa Q7 a
10 PSU al término del desafio de gradiente de salinidad.
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Figura 18. Imagen de morfologia de cepa Q7. A). Imagen microscopica, tomada en un microscopio
optico con el objetivo 10x de la cepa Q7 a 15 PSU al término del desafio de salinidad. B) Imagen
microscdpica, tomada en un microscopio optico con el objetivo 40x de la cepa Q7 a 15 PSU al término

de desafio de salinidad.

Hifas septadas

B

Figura 19. Imagen microscopica, tomada en un microscopio 6ptico con el objetivo 40x de la cepa Q7 a
30 PSU al término de desafio de salinidad.

En las imagenes obtenidas a través del microscopio Optico de las cepas Q4 y Q7, se pueden observar la
morfologia de las cepas, evidenciando como en ambos controles (Fig. 12, Fig. 15, respectivamente) se
ven hifas septadas definidas. Para la cepa Q4 se observa en la salinidad 15 PSU la separacion de las hifas
(Fig. 13). A 30 PSU se visualiza un cambio en la morfologia, observando cambios en las hifas (Fig. 14).
Para la cepa Q7 en la salinidad 5 PSU, se observan hifas delgadas septadas con fibulas (Fig. 16). En 10
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PSU, se observan hifas de mayor tamafo septadas (Fig. 17). En la figura 18A, para la salinidad 15 PSU,
se puede observar un conjunto de hifas que forman el micelio y en la figura 18B se observa un tabique

(hifas). En la figura 19, se observan los cambios en el tamafio de la pared de las hifas.

6.3 Objetivo 3: Determinar el crecimiento y concentracion de carotenoides de fungoides

aislados de agua dulce cultivados en glicerol p.a.

Los resultados del ensayo mostraron que la cepa Q4 era la mejor candidata para evaluar el escalamiento
del cultivo en un medio alternativo. Se prepar6 el indculo en un periodo de tiempo de 96 horas, hasta

llegar a la fase estacionaria (Fig. 20).
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Figura 20. Curva de crecimiento celular (células/mL) de la cepa Q4 durante 96 horas hasta llegar a su

fase estacionaria.
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Figura 21. Curva de crecimiento celular (células/mL) de cepa Q4 en glicerol al 10% v/v a 0 PSU y

medio control durante 96 horas hasta llegar a la fase de senescencia.

Desde el inicio en la curva de crecimiento celular (células/mL) se puede observar que las cepas cultivadas
en glicerol aumentaron su concentracion celular, incrementandose en la fase exponencial, tanto la cepa
Q4 (1) aglomerada y Q4 (2) no aglomerada en comparacion con el control Q4 en medio Sabouraud. A
las 72 horas la cepa alcanza la fase estacionaria tanto el control como en medio glicerol. Posterior a dicha

fase, comienza la muerte celular (Fig. 21).

ng/mL
w

control Q4 (1) aglomerada Q4 (2)
Figura 22. Concentracion de carotenoides totales (ng/mL), determinado al final del experimento del

desafio de salinidad en medio control Sabouraud y glicerol al 10% v/v a 0 PSU.
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Al final del experimento del desafio de salinidad en la fase de senescencia, se obtuvieron resultados de
la concentracion de carotenoides totales (Fig. 22). En medio control se obtuvieron concentraciones de
CT de 3,39 ng/ml £ 1,50, para las cepas cultivadas en glicerol Q4 (1) aglomerada, se obtuvo una
concentracion de 1,726 + 0,26 ng/mL y para Q4 (2) no aglomerada 2,21 + 0,07. Se realizo una prueba
estadistica y la correlacion entre todas las concentraciones de carotenoides en ambos medios de cultivos
fueron significativa (p < 0,05).
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Control (Sabouraud) Q4 (1) aglomerada Q4 (2)

Figura 23. Cinética de crecimiento celular de la cepa Q4 en medio control y en medio glicerol p.a. al
10% v/v a 0 PSU.

Los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento celular demuestran que Q4 (2) cultivada en
medio glicerol p.a. al 10% sin aglomeramiento tiene mayor valor en comparacién con la cepa que se

aglomera y el medio control (Fig. 23).
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7. Discusion

En los ultimos afios, ha existido una creciente demanda de productos naturales, lo que ha impulsado a
los investigadores y la industria a buscar procesos mas sostenibles (Mussagy et al., 2024). El alto
potencial de mercado por los carotenoides, ha interesado a los cientificos en la busqueda de nuevas
cepas de microorganismos capaces de sintetizar un amplio espectro de este tipo de pigmentos (Sereti
et al., 2024). De acuerdo con los resultados obtenidos en el objetivo 1, de los microorganismos aislados
del Humedal Urbano Laguna Avendarfio, un cuerpo de agua dulce con poca variacion en la salinidad
(Tabla 1), muestran una ligera disminucion en su concentracion durante el otofio e invierno. Este
cambio podria estar relacionado con el aumento en la entrada de agua y las precipitaciones registradas
en 2024. Asi mismo, la temperatura y el pH fluctian a lo largo del afio debido a los cambios
estacionales, los procesos fotosintéticos y la descomposicion de la materia organica. En el caso de la
concentracion de nutrientes (Tabla 2), se observo que la baja concentracidn de nitrato en verano podria
favorecer la sintesis de metabolitos secundarios (Lu et al., 2016), mientras que el aumento en los niveles
de fosfato durante el otofio e invierno podria estimular la sintesis de ATP y procesos metabolicos para
algunos microorganismos presentes en ecosistemas de agua dulce (Lu et al., 2016).

De las 17 cepas de levaduras aisladas, se observaron colores que variaban entre amarillo y naranjo
intenso, lo que demostré un alto contenido de carotenoides totales (Tabla 3). Se escogio la técnica del
cebo de polen de pino (Gaertner, 1966), ya que, este tipo de microorganismos aislados con dicho
método son potenciales productores de sustancias de interés comercial (Yamasaki et al., 2006).
Resultados similares han sido reportados para cepas de levaduras aisladas desde medio marino, sin
embargo, los valores de CT obtenidos en el presente trabajo son alrededor de un orden de magnitud
mas bajo que los reportados para las levaduras marinas (Pino et al., 2015, 2021). Al respecto se debe
considerar, que las cepas marinas fueron cultivadas en condiciones Optimas de crecimiento en un
biorreactor estandarizado, lo que sugiere que la cepa Q4 y Q7 podrian aun tener el potencial de producir
mas carotenoides en condiciones 6ptimas. Especies de los géneros Rhodotorula y Rhodosporidium
producen carotenoides, con colonias que presentan coloracion naranja rojiza y fucsia, similares a los
colores de las cepas estudiadas. La intensidad de pigmentos varia dependiendo a la presencia de
pigmentos como la astaxantina (Andrewes et al., 1976).

En la preparacién del in6culo se observa una fase de adaptacion (Fig. 2), que no se muestra en los
experimentos de desafio de salinidad de Q4 y Q7 (Fig. 3y Fig. 5, respectivamente). Esto posiblemente
se debe a que en la preparacion del indculo las células pasaron de un medio solido a un medio liquido,
vale decir, de un fenotipo sésil a un fenotipo planctonico. A pesar de esto, en las curvas de crecimiento

del desafio a la salinidad de ambas cepas, igualmente se observa un periodo de adaptacion al gradiente
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de salinidad, pero mucho menor al observado en la preparacion del indculo. Posterior a esto las cepas
entran en una fase de crecimiento lineal hasta la fase estacionaria. Esto se asocia a los cambios en la
dindmica del ciclo celular, siendo mas lenta la fase de GO (Palomba et al., 2024).

Los resultados destacan la presencia de una variabilidad metabdlica entre las cepas aisladas ensayadas,
destacando su capacidad de adaptarse ante estrés salino en diferentes concentraciones. Para la cepa Q4
su crecimiento celular responde a un estimulo tipo umbral, pudiendo ser comparada con el crecimiento
que presenta la levadura Debaryomyces hansenii, que en presencia de concentraciones altas de NaCl o
KCI el crecimiento celular es mayor que en un medio sin sal, ya que las células acumulan altas
concentraciones de cationes como sodio y potasio, ademas, poseen una gran habilidad para intercambiar
tanto Na* como K™ por el cation opuesto, caracteristica por la cual pueden soportar altas concentraciones
de sales (Santacruz, 2004). En cambio, la cepa Q7 responde inversamente tipo “dosis-respuesta”, 1o
que indica que, a mayor concentracion de salinidad, menor es su crecimiento celular (Fig. 10). Los
resultados sugieren que existen estos dos mecanismos, no obstante, el crecimiento celular promedio de
Q7 es mayor al de Q4 hasta 25 PSU (Fig. 9), a 30 PSU es Q4 quien tiene el mayor crecimiento celular
(Fig. 3). Para estos tipos de microorganismos se ha descrito que, ante estrés osmotico, posee tres
mecanismos basicos los cuales protegen a las células. Primero se tiene los transportadores moleculares
que regulan la actividad celular (Serrano et al.,1999). Un ejemplo de estudio es la levadura
Saccharomyces cerevisiae, que responde al estrés osmético y la presencia de sal, mediante una serie de
mecanismos regulados por proteinas y genes especificos. Se activan dos proteinas de la membrana
plasmatica, SInlp y Shol, los cuales actian como sensores cuando hay un aumento moderado de sal o
pérdida de agua dentro de la célula (Serrano et al.,1999). Estas proteinas activan una via de sefializacion
Ilamada Hog1l, que se encarga de iniciar mecanismos de defensa, el cual activa la MAP quinasa Pb2SP
(Maeda et al., 1995) lo que permite que se expresen genes diana de defensa para la respuesta ante el
estrés osmotico como ENAL, encargada de expulsar el exceso de sodio (Nevoigt & Stahl, 1997).
También se activa la proteina calcineurina, la cual depende del calcio (Ca?*), también activa ENA1, a
través de un grupo de proteinas llamadas Hal8 (Serrano et al.,1999). El segundo mecanismo que se
activa para defender a la célula del estrés salino son los mecanismos de transporte iénico, en el cual se
regula la entrada de sodio que depende del potencial eléctrico de la membrana, que esta regulada por
dos proteinas Pmal (bomba de protones) y Trk1,2 (transportadores de potasio), trabajan juntos para
regular la carga eléctrica y evitar la entrada excesiva de sodio (Serrano et al.,1999). Los transportadores
Trk1y Trk2 facilitan la absorcion de potasio en los canales K* los cuales regulan la homeostasis ionica
y la ATPasa ENA1 y el anti portador NHAL, son los encargados de la expulsion del sodio. El tercer
mecanismo, es la activacion de los cationes dentro de las vacuolas, la cual mantiene el pH intracelular

para las reacciones enzimaticas (Illarionov et al., 2021) funcionando como sensor de sodio. La respuesta
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de las levaduras a los cambios en el potencial hidrico externo debe implicar la deteccion y la
transduccion de la sefial recibida. (Nevoigt & Stahl, 1997).

También se obtuvieron resultados de la actividad enzimatica (MDH) de estas cepas ensayadas, lo que
demostrd que Q4 responde ante estrés salino, incrementado la actividad de malato deshidrogenasa
(Tabla 4). En contraste con Q7, se obtiene actividad enzimatica en bajas concentraciones de salinidad
(Tabla 5). Estos datos reflejan un aumento en el flujo metabdlico a través del ciclo de Krebs como una
forma de sobrevivencia de la levadura frente al estrés osmotico (Paton & Jennings, 1988). Para los
resultados obtenidos de la medicion de biomasa microbiana viva (ATP) en etapa inicial y final del
experimento para Q7 (Fig. 8), respalda la respuesta de la levadura ante estrés salino, ya que, a través
de la activacion de la ATPasa, enzima encarga de romper el ATP (adenosin trifosfato) para liberar
energia y ayudar en la membrana plasmadtica, encargada de regular la homeostasis ionica. Esta enzima
junto con la proteina calcineurina permiten a las levaduras adaptarse y sobrevivir en condiciones de
alta salinidad (Nakayama et al.,2004). Esto se ve afectado en actividades fisioldgicas, como la
velocidad de crecimiento celular, el bombeo de protones y la acumulacion de K™, el cual es el cation
mas abundante al interior de todas las células y tiene muchas influencias en las reacciones de enzimas
y funciones mitocondriales, que se requieren para su funcionamiento, también participa en la regulacion
de la presion osmética y en el equilibrio acido-basico, por lo que se ve afectado a altas concentraciones
de sodio (Uribe et al., 1991).

El estrés osmatico induce la biosintesis de varios carotenoides a través de la via del &cido mevalonico
(Hagi et al., 2015), lo que la actividad de la via de biosintesis de metabolitos secundarios podria ser
modulada por factores abioticos (Zhao & Li, 2022), como el estrés salino. De los resultados obtenidos
del objetivo 2, demostraron que Q4 a altas salinidades, obtiene alta concentracion de carotenoides,
similares a las obtenidas en medio control (Fig. 6). Por el contrario, para el caso de la cepa Q7 de la
cual solo se observd produccién de carotenoides en salinidades bajas (Fig. 7), obteniendo
concentraciones mas bajas que la cepa Q4. Los datos obtenidos de ambas cepas experimentales,
demuestran que la fisiologia responsable de la adaptacion al estrés salino es diferente y mucho mas
dindmica que la de las células completamente adaptadas (Blomberg & Adler, 1992). En la actualidad
existe poca investigacion sobre el efecto del estrés salino en el contenido de carotenoides (Li et al.,
2014). Lo que significa que las dos cepas se pueden manipular, sin que pierdan su potencial de
crecimiento, lo que las hace cepas interesantes para ser estudiadas para cultivar en medios alternativos
y optimizar su produccidn de carotenoides.

Los resultados obtenidos del objetivo 3, se evidencio6 que la cepa Q4 presentd mayor crecimiento celular
en medio glicerol p.a. en comparacion con el medio comercial Sabouraud (Fig. 21). Asimismo, su

cinética de crecimiento celular fue superior en el medio con glicerol que al del medio comercial (Fig.
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23). Estos resultados son consistentes con los estudios en la especie de Rhodotorulas sp, donde se ha
demostrado que el glicerol crudo puede ser utilizado como una fuente alternativa de carbono,
permitiendo tanto el crecimiento celular como la produccién simultanea de lipidos y carotenoides (Pino
etal., 2021). Por otro lado, el trabajo también demostré que la cepa aglomerada tiene menor crecimiento
celular. Este resultado concuerda con investigaciones realizadas en Saccharomyces cerevisiae, en las
que se ha demostrado que la aglomeracion celular puede ser influenciada tanto por factores genéticos
de la cepa como por las condiciones ambientales. En particular, cuando los niveles de oxigeno disuelto
son limitantes en el fermentador, se ha observado un aumento en la aglomeracion del cultivo de
Saccharomyces cerevisiae (Guinard et al., 1993). Este fendmeno puede influir en la calidad del
producto final y la eficiencia de los procesos de produccién (De Moraes Borba et al., 1999). La
utilizacion de este tipo de fuentes alternativas como el glicerol induce la produccion y acumulacion de
osmolitos, lo que conlleva al reajuste del volumen celular y la presion de turgencia (Blomberg & Adler,
1992).

Otro ejemplo comparable con los resultados obtenidos es el que se realiz6 con Saccharomyces
cerevisiae, la cual en presencia de glicerol lo utiliza como principal osmolito, que le permite regular la
presion interna, cuando el ambiente tiene un estrés o altas concentraciones de sales. Esta accion, esta
controlada por la via de osmosensing y sefializacion HOG (High Osmolarity Glycerol — Glicerol de alta
osmolaridad), que transmite una sefial a través de un médulo de quinasa MAP (proteina activada por
mitdgeno) a genes diana, lo que le permite a la levadura adaptarse a los cambios en osmolaridad. La
via funciona a través de una serie de proteinas que detectan el aumento de la concentracion de solutos
en el medio y activan una respuesta de adaptacion. Los cuales mediante las proteinas Sinlp, Ypdlpy
el homologo regulador de respuesta Ssklp, detectan los cambios en la osmolaridad y activa la
produccion de glicerol a través de los genes GPD1 y GPP2, permitiendo a la célula mantener su
equilibrio interno (Maeda et al., 1995).

Ademas, se determind la concentracion de carotenoides totales, demostrando que no existen diferencias
significativas en su produccion entre el medio comercial y el medio con glicerol (Fig. 22). Estos
resultados sugieren que el glicerol puede ser una fuente de carbono adecuada para la sintesis de estos
compuestos bioactivos, ofreciendo una fuente de carbono alternativa viable para su produccion (Pino
etal., 2021).

Una vez aislado el microorganismo, es posible sugerir su género, pero la determinacion de la especie
requiere el uso de métodos moleculares complementarios, junto con analisis morfoldgicos, fisioldgicos
y genotipicos (Mendoza et al., 2005). Para este estudio, se realiz6 una reaccién en cadena de polimerasa
(PCR) (Fig. 11), utilizando cebadores especificos para células eucariontes y trabajando con diferentes
concentraciones de muestra para optimizar la amplificacion de las cepas Q4 y Q7. A pesar del control
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positivo fue amplificado correctamente con los partidores EuKA y EukB universales para eucariontes,
no se logro obtener productos amplificados de las cepas estudiadas, impidiendo la identificacion del
microorganismo mediante este meétodo molecular. La imposibilidad de amplificar las cepas estudiadas
mediante los marcadores universales de eucariontes puede deberse a que estos microorganismos posean
secuencias ligeramente distintas que impidan el alineamiento de los partidores. Otra posible causa de
la falta de la amplificacién por PCR puede deberse también a otros factores, por ejemplo, cuando el
PCR no funciona correctamente, pueden generar productos inespecificos de diferentes tamarios, que
aparecen como una escalera difusa en el gel de electroforesis, o incluso no formarse productos
amplificados (Lorenz et al., 2012). Ademas, la presencia de inhibidores en el ADN puede afectar la
lisis celular durante la extraccion del material genético, interfiriendo en la amplificacién (Wilson et al.,
1997). La contaminacién es otro factor a considerar, ya que el PCR es una técnica altamente sensible y
la presencia de ADN exdgeno puede comprometer los resultados (Jia et al., 1992).

De las micrografias obtenidas de Q4 y Q7, revelaron una morfologia filamentosa por la presencia de
hifas septadas (Fig. 12, Fig. 15, respectivamente), también se observo la estructura del micelio definida
(Fig. 16, Fig. 18A). Este tipo de crecimiento es caracteristico en levaduras y propone una posible
transicion entre fenotipos unicelulares y filamentosos en respuesta a condiciones ambientales
especificas (Ramage et al., 2008). Ademas, se observo una distribucién heterogénea de las estructuras
celulares, con zonas donde predominan células individuales (Fig. 13, Fig. 17). Este comportamiento
sugiere que la cepa Q4 y Q7 podria estar experimentando un proceso de diferenciacién celular, lo que
puede influir en su capacidad de adhesién a superficies y su tolerancia a condiciones ambientales
extremas (Wessel et al., 2014),

En las imagenes obtenidas de Q4 (Fig. 14) y Q7 (Fig. 19) en alta salinidad, se observa una morfologia
filamentosa con presencia de hifas septadas. Sin embargo, se pueden notar las diferencias en la
organizacion estructural, Q4 presenta hifas entrecruzadas, con estructuras mas compactas y
ramificadas. Esta morfologia puede ser indicativa de una mayor capacidad celular, lo que ha sido
reportado en especies de levaduras marinas que forman estructuras multicelulares en respuesta a estrés
salino (Kutty & Philip, 2008). En contraste, Q7 muestra hifas mas alargadas y menos entrelazadas, lo
que podria reflejar un crecimiento mas disperso o una menor resistencia al estrés salino.
Adicionalmente, la formacion de hifas septadas en ambas cepas indica la presencia de mecanismos
adaptativos similares a los descritos en hongos dismorficos como, Candida albicans, donde el cambio

de morfologia es clave para la colonizacion de ambientes extremos (Gostincar et al., 2011).
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Conclusiones

Las diferencias en la produccion de carotenoides entre las 17 cepas aisladas del Humedal Urbano
Laguna Avendafo de Quillon, puede atribuirse a factores que afectan diferencialmente la sintesis
de carotenoides entre cepas distintas, como la respuesta al estrés, la adaptacion genética y la
regulacion de la sintesis de carotenoides bajo condiciones de salinidad baja. Estos resultados
resaltan la importancia de comprender los mecanismos moleculares involucrados en este proceso,
lo que permitirad desarrollar estrategias para optimizar la produccion de carotenoides a partir de
microorganismos aislados de nuevos cuerpos de agua.

Las cepas Q4 y Q7 presentaron dos mecanismos distintos de respuesta ante el experimento de
desafio de salinidad. Mientras Q4 muestra un mecanismo tipo “umbral” sobre los 25 PSU, Q7
muestra un mecanismo tipo “dosis-respuesta” inverso. La existencia de estos dos mecanismos
sugiere que la adaptacion de las levaduras de agua dulce al incremento de salinidad no es unica.
La evaluacién de cepas como estas, con mayor tolerancia a la salinidad y el anélisis de su
estabilidad genética y fisiologica en condiciones variables permitirdn comprender mejor sus
capacidades adaptativas. Estos hallazgos abren nuevas oportunidades en la biotecnologia
microbiana, indicando que ciertas levaduras de agua dulce pueden ser explotadas en ambientes
salinos para la produccion de compuestos de alto valor comercial, como los carotenoides.

La identificacion molecular de las cepas Q4 y Q7 sigue siendo un desafio, ya que la amplificacion
de ADN mediante PCR con partidores universales de eucariontes no fue exitosa. Esto resalta la
necesidad de realizar estudios adicionales utilizando nuevos partidores como el 26S para
identificacion de levaduras generales. Esta limitacion plantea una oportunidad para futuras
investigaciones dirigidas a caracterizar de manera mas precisa estos microorganismos y su
potencial biotecnolégico.

Este trabajo aporta tanto en el area de ecologia del ecosistema como también en la parte

biotecnoldgica, por sus mecanismos de accion y su tolerancia al sodio.
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